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序　論
　わが国は四方を海に囲まれており、そこから獲れる魚介類を重要な食糧資
源としていることから、水産食品衛生上問題となる海洋生物毒マリントキシ
ンに対しては、特に深い関心が寄せられている。また、マリントキシンの多
くは、特異な生理活性作用や新奇な化学構造を持つことから、海洋天然物化
学の研究分野や医薬品の研究開発分野においても注目されている。
　現時点におけるマリントキシンとしては、フグ毒テトロドトキシン
（tetrodotoxin）を初めとして、麻痺性貝毒の原因物質であるサキシトキシ
ン群（saxltoxins）、ゴニオトキシン群（gonyautoxills）、下痢性貝毒の原因
物質であるオカダ酸群（okadaic　acids）、ペクテノトキシン群（pectenotoxins）、
イエッソトキシン群（yessotoxins）、神経魚貝毒の原因物質であるブレベト
キシン（brevetoxln）、記憶喪失性貝毒の原因物質であるドウモイ酸（domoic
acid）、ig65年に静岡県富士市周辺で多発したバイガイ中毒の原因物質で
ある神経毒スルガトキシン（surugatoxin）、ネオスルガトキシン
（11eosurugatoxin）、熱帯および亜熱帯海域における主にサンゴ礁の周辺に
生息する毒魚によっておこる食中毒シガテラ（ciguatera）の原因毒であるシ
ガトキシン（ciguatoxin）、ブダイ科の大型魚アオブダイによっておこる食
中毒の原因毒であるパリトキシン（palytoxin）等が知られている1’2）。
　これらのマリントキシンの中で、フグ毒テトロドトキシン（tetrodotoxin：
以下、TTXと略記）による食中毒は、日本における発生件数が最も多く、1986
年から1995年までの10年間に288件発生し、患者454人、死者33人が
出ており、そのほとんどが家庭における素人調理によるフグの有毒部位（筋
肉、卵巣、肝臓等）の摂食によって発生している3）。TTXは、最も強力な
神経毒の1つであり、神経や骨格筋の細胞膜にあるナトリウムチャンネルに
作用しその機能を阻害する。4・5）従って、その中毒症状は、しびれ、知覚麻
痺、運動麻痺および言語障害等の麻痺症状が特徴的であり、重症例では、呼
吸困難に陥り死亡する6・7）。このように、TTXによる食中毒は致死率が非
1
常に高いため、それが原因として疑われる食中毒事件の発生に際しては早期
究明が非常に重要であり、そのためには調理残品や摂食残品あるいは患者の
尿からTTXを迅速かつ確実に検出することが有効となる。
　一方、記憶喪失性貝毒ドウモイ酸（domoic　acid：以下、　DAと略記）によ
る食中毒については、日本における発生はまだ確認されていない。しかし、
1987年にカナダで死者4名を含む多数の患者を出す食中毒が発生して以来
8）、欧米においては、このDAによる魚介類の毒化が水産食品衛生分野にお
ける大きな問題となっている9　B）。DAは珪藻類のシュードニヅチア属プラ
ンクトン（P3α〃01鏡Z3C々～017π〃～38rど85等）によって産生されるが14）、食物
連鎖によって主に二枚貝等に蓄積されるため、この毒化二枚貝を人間が摂食
することにより食中毒が起こる8）。DAは、興奮性アミノ酸の一種で、中枢
神経細胞のグルタミン酸受容体に結合して神経細胞を興奮・変性させる作用
を持つ。従って、その中毒症状は、グルタミン酸受容体をもった神経細胞が
多く存在している大脳皮質や海馬のC3領域（記憶中枢）が破壊されて起こ
る記憶喪失等の神経障害が特徴的である8・15）。近年、DA産生プランクト
ンが日本の沿岸にも存在していることが明らかとなったことから16）、国産
貝類にもDAが含まれている可能性があり、その汚染実態を解明することは、
水産食品衛生分野における重要な課題となっている。
　TTXが原因として疑われる食中毒事件の早期究明や国産貝類におけるDA
の汚染実態の解明のためには、微量のTTXやDAを検出できる、迅速性、
簡便性、特異性および検出感度に優れた分析方法が必要である。現在、TTX
の分析法として日本では、試料抽出液を成熟マウスの腹腔内に投与し、その
致死時間から毒を定量する致死活性測定法が「公定法」として定められてい
る17）。しかし、公定法は特異性および検出感度が低いため、調理残品や摂
食残品あるいは中毒患者の尿中に微量に含まれるTTXを検出することが困
難である上に、試料に爽雑する塩類等の影響により分析結果に誤差が生じる
場合がある。また、体重19～21gの雄マウスを一度に多数用意する必要が
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あるため、マウスの確保、管理等の問題点もある。一方、DAについてはマ
ウスに対する致死活性が非常に弱いため、致死活性測定法をその分析法とし
て使用することは困難である18）。
　そこで、この生物学的分析法の他に検出感度および特異性の向上を目的と
して高速液体クロマトグラィー（high　performance　liquid　chromotography，
HPLC）がTTXやDAの分析のために開発された19曽22）。しかし、TTXのHPLC
分析は特異性が低いため23）、分析に先だって試料の煩雑な精製操作が必要
であり、迅速性、簡便性に欠けている。更に、TTXの精製法として現在使
用されているゲル濾過法やイオン交換クロマトグラフィー法等2427）では、
尿試料からTTXを十分に精製出来ないため、結果として中毒患者の尿中TTX
をHPLC分析することは困難である。一方、　DAのHPLC分析も試料の煩雑
な精製操作が必要であるため、多数の検体を迅速かつ簡便に分析する必要が
ある国産貝類におけるDAのマススクリーニングには不適当である。更に、
DAのHPLC分析では試料に歯跡するトリプトファンの影響により分析結果
に誤差が生じる場合がある上に18）、その検出感度は国産貝類に含まれる微
量のDAを検出するためには不十分である。従って、　HPLCもTTXが原因
として疑われる食中毒事件の早期究明や国産貝類におけるDAの汚染実態の
解明のために有用な分析法とは言えない。
　本研究はこのような背景のもとに、TTXが原因として疑われる食中毒事
件の早期究明や国産貝類におけるDAの汚染実態の解明に有効となる分析法
の開発を目的とし、モノクローナル抗TTX抗体およびモノクローナル抗DA
抗体をそれぞれ作製し、それらを用いた酵素免疫測定法（enzyme－linked
immunosorbent　assay、　ELISA）の検討を行った。更に、フグ中毒患者の尿
中TTXをHPLCで分析する際に有用となるTTX精製法の開発を目的とし、
モノクローナル抗TTX抗体を用いたイムノアフィニティクロマトグラフィ
ー（lmmunoaffinity　cllromatography、　IAC）の検討も行った。本論文は、そ
の成果をとりまとめたもので全6章からなる。
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　第1章では、TTXのELISA分析系に使用するモノクローナル抗TTX抗
体の作製について検討した。
　TTXは低分子物質、いわゆるハプテン（hapten）であるので、免疫原性
を持たないため、単独で免疫しても抗TTX抗体を得ることはできない。そ
こで、ホルマリンを使ってTTXを牛一血清アルブミン（bovineserum　albumin，
BSA）に結合させることにより、　TTXに免疫原性を付加した。そして、得
られたTTX－BSA複合体を免疫したマウス群の中から、抗TTX抗体産生マ
ウスを選抜し、これの脾臓細胞をマウスミエローマ細胞と細胞融合すること
により、モノクローナル抗TTX抗体を産生するハイブリドーマ細胞T1－1
株を樹立した。
　次いで、ハイブリドーマ細胞T！－1株が産生するモノクローナル抗TTX
抗体（T1－1抗体）のTTXに対する特異性を明らかにするために、本抗体の
TTX誘導体および麻痺性貝回に対する交叉反応性を分析した。その結果、
本抗体は低毒性のTTX誘導体である6一エピマーTTX（6－eμ一TTX）、アン
ヒドローTTX（anh－TTX）、テトロドン酸（tetrodonic　acid、　TDA）および麻
痺性員毒であるゴニオトキシン群（gonyautoxins、　GTXs）には有意な交叉
反応を示さなかった。更に、本抗体のTTX毒性に対する中和能を分析した
ところ、本抗体はTTXのマウスに対する致死活性を中和した。従って、本
抗体はTTXに対して非常に特異性の高い抗体であり、試料中のTTXのみ
を選択的に分析するためのELISAの開発に有用であると考えられた。
　第2章では、前章で作製したT14抗体を用いた競合的抗原抗体反応阻害
法（competitive　inhibition　ELISA）によるTTXのELISA分析系（TTX－ELISA）
の開発を試みた。
　まず最初に、T14抗体を使ってTTX－ELISAを構築し、その定量1生、再
現性および検出感度について検討した。その結果、本法によるTTXの定量
感度は、2ng／mlであり、公定法であるマウス毒性試験法より100倍高かっ
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た。また、本法では酵素標識したT1－1抗体を使用したので、通常のELISA
分析系と比較して酵素標識2次抗体の反応行程および洗浄操作が省略され、
全行程約30分間でTTXの分析が可能となった（TTX－OVA複合体をマイク
ロプレートへ固相化する行程を含めると全行程は、約90分間となる）。
　次に、本法を用いて、TTXを含まないフグの筋肉および健康人の尿に対
するTTXの添加回収実験を行った。その結果、フグの筋肉では回収率97．0
～1025％（変動率く15．9％）、健康人の尿では回収率91．0～103．7％（変動
率く6．1％）という結果が得られ、本法の定量性が実証された。更に、本添
加回収実験では、本法が、　（1）公定法であるマウス毒性試験用の抽出液を
精製せずに希釈するだけで分析可能であること、　（2）マウス毒性試験法で
は検出できない低濃度のTTXを正確に分析できること、　（3）TTXの安全
限界値（フグ組織1g当り2．2μg）17）の約1／10に相当するTTX濃度を正
確に分析できること、が実証された。また、本法を用いて、有毒のフグ組織
に含まれるTTX量を分析し、公定法であるマウス毒性試験法の分析値と比
較した結果、本法とマウス毒性試験法との分析値は相関係数0．99（n＝21）
でよく一致した。
　以上の結果から、本法は微量のTTXを検出できる迅速性、特異性および
検出感度に優れた分析法であり、TTXが原因として疑われる食中毒事件の
発生に際して、調理残品や摂食残品あるいは患者の尿から微量に含まれる
TTXを迅速かつ確実に検出するのに有用な方法であると考えられた。
　最後に、本法の実施例として、2000年に大阪府で発生したTTXが原因
として疑われる食中毒事件（ヒガンフグ卵巣の摂食による中毒事件）の原因
究明を行った。本件では、調理残品や摂食残品が残っていなかったが、本法
による分析の結果、患者の吐物および尿からTTXが検出されたので、　TTX
による食中毒事件であると断定することができた。
第3章では、尿中TTXをHPLC分析する際に、分析に先立って尿試料か
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らTTXを効果的に精製する方法として、第1章で作製したT14抗体を固
定化した免疫吸着体を用いたIAC（TTX－IAC）を開発し、その有用性につい
て検討した。
　まず最初に、T』4抗体を固定化した免疫吸着体を使ってTTX－IACを構築
し、そのTTX精製能力について検討した。その結果、　TTX－IACによって尿
試料からTTXを単離することが可能であると考えられた。そこで、それを
実証するために、TTXを添加した尿試料について、TTX－IACを使用してTTX
の精製を実施し、その有用性を検討した。その結果、TTX－IACにより、TTX
のHPLC分析を妨害する多くの爽雑物質を含んだ尿試料からTTXを単離す
ることに成功し、尿1mlあたり2ngの微量のTTXをHPLCで検出できる
ようになった。
　最後に、本法を尿試料からのTTXの精製に使用した尿中TTXのHPLC
分析の実施例として、1989年6月から2000年2月にかけて発生した7件
のフグ中毒事件の患者から採取した尿13検体について、TTXを分析した。
その結果、全ての検体から微量のTTX（尿1ml当り6～102　ng）を検出し
た。更に、本実施例では、TTXの摂食から1週間を経過した患者の尿から
でもTTXが検出されたことから、事件発生から長期間を経過後の尿から、
TTXを検出できる可能性があることが判明した。
　以上の結果から、本法は、尿試料から微量に含まれるTTXを単離できる
優れた精製法であり、フグ中毒患者の尿中TTXをHPLC分析する際に有用
であると考えられた。
　第4章では、DAのELISA分析系に使用するモノクローナル抗DA抗体の
作製について検討した。
　DAもTTXと同様にハプテンであるため、抗DA抗体を得るためには、　DA
に免疫原性を付加する必要がある。そこで、カルボジイミドとスクシンミド
を用いた活性化エステル法を使って、DAをBSA、　OVAおよびHGGに結合
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させることにより、DAに免疫原性を付加した。そして、得られた3種類の
複合体を免疫したマウス群の中から、抗DA抗体産生マウスを選抜し、これ
の脾臓細胞をマウスミエローマ細胞と細胞融合することにより、モノクロー
ナル抗DA抗体を産生するハイブリドーマ細胞DA－3株を樹立した。
　次いで、ハイブリドーマ細胞DA－3株が産生するモノクローナル抗DA抗
体（DA－3抗体）のDAに対する特異性を明らかにするために、本抗体のDA
異性体（isodomoic　acld　A、　B、　E、　F、　GおよびH）および他の興奮性アミ
ノ酸（kainic　acid、　Lglutamic　acidおよびL－asparatic　acid）に対する交叉反
応性を分析した。その結果、本抗体は、魚介類中でDAと共存している可能
性があるDA異性体や他の興奮性アミノ酸には有意な交叉反応を示さなかっ
た。従って、本抗体はDAに対して特異性の高い抗体であり、魚介類中のDA
のみを選択的に分析するためのEHSAの開発に有用であると考えられた。
　第5章では、前章で作製したDA－3抗体を用いたcompetitive　inhibition
ELISAによるDAのELISA分析系（DA－ELISA）の開発を試みた。
　まず最初に、DA－3抗体を使ってDA－ELISAを構築し、その定量性、再現
性および検出感度について検討した。その結果、本法によるDAの定量範囲
は、0．15～10ng／mlであった。
　次に、本法を用いて、ムラサキイガイ、マガキおよびダンジネスクラブ
に対するDAの添加回収実験を行った。その結果、回収率94～113％（変動
率く6．7％）という結果が得られ、本法の定量性が実証された。更に、本添
加回収実験では、本法が、　（1）麻痺性貝毒検査用の抽出液を精製せずに希
釈するだけで分析可能であること、　（2）DAの安全限界値（むき身19当
り20μ9）28）の董／500以下に相当するDA濃度を正確に分析可能であるこ
と、　（3）過去に報告されたDAのHPLC21・22）やELISA29）では分析不可能
であった低濃度のDAを正確に分析できること、が実証された。
　以上の結果から、本法は微量のDAを検出できる簡便性、特異性および検
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出感度に優れた分析法であり、毒化した魚介類に含まれる微量のDAを分析
するのに有用な方法であると考えられた。
　最後に、本法の実施例として、国産ムラサキイガイについてDAの分析を
実施した。その結果、検査した全ての国産ムラサキイガイからDAが検出さ
れ、国産貝類にDAが含まれていることが初めて明かとなった。しかし、検
出されたDA量は、非常に微量（むき身1g当り0。11～1．81　ng）であった
ので、食用に供しても人間の健康を害する恐れはないと判断されたが、日本
沿岸海域には毒化原因プランクトンが存在していることから、本法を用いた
国産貝類に対するDAのモニタリングは、今後も継続して行う必要があると
考えられた。
最後に第6章では、以上の諸結果を中心に総合考察を行った。
なお、本論文の内容の主要部分は、下記のとおり公表済みである。
1．　K．Kawatsu，Y．　Hamano，　T．　Yoda，Y．　Terano　and　T．Shibata：Rapid　and
　highly　sensitive　enzyme　immunoassay　for　quantitative　determination　of
　tetrodotoxin，ゆ11．」：ルr64．5c∫．　B∫01．，50（3），133－150（1997）・
2．K．　Kawatsu，　T．　Shibata　and　Y．　Hamano：Application　of　imrnunoaffinity
　chromatography　for　detection　of　tetrodotoxin　from　urine　samples　of
　poisoned　patients．7「oλゴcoη，37（2），325－333（1999）・
3．K．　Kawatsu，Y．　Hamano　and　T．Noguchi：Production　and　characterization
　of　a　monoclonal　antibody　against　domoic　acid　and　its　application　to　enzyme
　inlnlunoassay．70κ’co1諺，37（11），1579－1589（1999）・
4．K．　Kawatsu，Y．　Hamano　alld　T．　Noguchi　l　Determinatio韮10f　domoic　acid　in
　Japanese　mussels　by　enzyme　immunoassay．ZAOACノ配．，83（6），1384－1386
　　（2000）・
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第1章　モノクローナル抗テトロドトキシン抗体の作製
　現在日本では、TTXの分析法としてマウス毒性試験法が「公定法」とし
て定められている。これは、試料抽出液を成熟雄マウスの腹腔内に投与し、
その致死時間からTTXを定量する致死活性測定法である。しかし、マウス
に対して致死活性を示す毒は他にも多数存在し、特に同じマリントキシンで
ある麻痺性貝毒はその症状も類似しているため、これをTTXと区別するこ
とは非常に困難である。従って、マウス毒性試験法はTTXに対して特異性
の高い分析法とは言えない。更に、その定量感度は22011g／mlであり、検
出感度も優れているとは言えない。また、体重19～219のマウスを一度に
多数用意する必要があるため、マウスの確保、管理等の問題点もある。そこ
で、このマウス毒性試験法の他にHPLCがTTXの分析のために開発された。
しかし、HPLCはTTXに対する特異性が低く、試料の前処理として煩雑な
精製操作が必要であるため、迅速性および簡便性に欠けている。更に、現在
TTXの精製法として使用されているゲル濾過法やイオン交換クロマトグラ
フィー法等では、尿試料からTTXを十分に精製出来ないため、結果として
HPLCによる中毒患者の尿中TTXの分析は困難である。従って、マウス毒
性試験法やHPLCは、　TTXが原因として疑われる食中毒事件の早期究明の
ために、調理残品や摂食残品あるいは中毒患者の尿中から微量に含まれる
TTXを迅速かつ確実に検出するのに有用な分析法とは言えない。
　一方、ELISAは、抗原抗体反応と酵素反応を組み合わせた非常に特異性
の高い鋭敏な分析系であるため、検体の煩雑な前処理を必要とせず、迅速、
簡便、高感度な分析が可能である30）。従って、ELISAは、マウス毒性試験
法やHPLCの問題点を解決する分析法であると考えられる。そこで、　TTX
の分析法としてELISAを開発することができれば、　TTXが原因として疑わ
れる食中毒事件の早期究明のために有用な方法になると考えられる。
　TTXのELISA分析系を開発するためには、　ELISAは抗原抗体反応を利用
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した分析系であるため、TTXに対して特異性の高い抗体を作．製することが
必要となる。しかし、TTXは低分子物質、いわゆるハプテン（hapten）で
あるので、免疫原性を持たないため、単独で免疫しても特異抗体を得ること
はできない。
　本章では、これらの点に留意して、TTXのELISA分析系の開発に有用と
なるモノクローナル抗TTX抗体の作製を検討した。
　最初に、第！節では、TTX－BSA複合体を作製し、これをマウスに免疫す
ることにより抗TTX抗体産生マウスの作出を試みた。
　次いで、第2節では、作出した抗TTX抗体産生マウスの脾臓細胞をマウ
スミエローマ細胞と細胞融合し、得られたハイブリドーマ細胞集団の中から
TTXに対するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞株を樹立
することを試みた。
　最後に、第3節では、樹立したハイブリドーマ細胞株が産生するモノク
ローナル抗TTX抗体の特異性を検討し、　TTXのELISA分析系の開発に有
用であるかどうかを考察した。
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第1節　抗テトロドトキシン抗体産生マウスの作出
　TTX（Fig。1－1、　a）のような低分子物質、いわゆるハプテンは、単独では
免疫原性を持たないが、免疫原性を持つ高分子物質であるタンパク質と結合
させると免疫原性を持つようになる。
　そこで、本節では、ホルマリンを使ってTTXのC2位のグアニジル基を
BSAのαおよびε一アミノ基に結合させることによりTTXに免疫原性を付加
した。そして、得られたTTX－BSA複合体を複数のマウスに免疫し、マウス
ミエローマ細胞との細胞融合に供する脾臓細胞のドナーとなる抗TTX抗体
産生マウスの作出を試みた。
実験材料および方法
1．試薬
　TTX標準品は和光純薬工業より入手した。　BSAおよび卵白アルブミン
（ovalbumin，　OVA）はSigma　Chemical　Co．（St．　Louis，　MO．　U．S．A．）製、　No．
A－6003およびA－5503を用いた。ゲル濾過用Sephadex　G－25Mカラム
（PD40）は：Arnersham　Pharmacia　Biotech　（Uppsala，　Sweden）製、　Code
17－085／－01を用いた。フロイント完全アジュバント（Freulld’s　complete
adjuvant，　FCA）およびフロイント不完全アジュバント（Freund’s　incomplete
adjuvallt，　FICA）は和光純薬工業製、　No．014－09541および011－09551を
用いた。ペルオキシダーゼ（peroxidase、　POD）標識抗マウスIgG抗体（Fab
specific）はSigma製、No，　A－2304を用いた。ウマ血清は、Gibco　BRL（Rockville，
MD．　U．S．A）製、　No．16050－122、を用いた。
　その他の試薬は市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレードのも
のを用いた。
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12
2．TTX一タンパク質複合体の作製
　免疫用抗原TTX－BSA複合体および分析用抗原TTX－OVA複合体は、それ
ぞれJohnsonらの方法3Dを一部改良して作製した。
　即ち、BSA　5．O　mg、　OVA　5．O　mgを各々0．01Mリン酸緩衝液（Phospha宅e
buffer、　PB）、pH　7．6の400μ1に溶かした。次いで、　BSA溶液：にはTTX
標準品0．25mgと2．5％ホルマリン100μ1を、　OVA溶液にはTTX標準
品0．50mgと2．5％ホルマリン溶液100μ1を加えた。そして、それぞれ
を25。C下で72時間、更に4℃下で12時間反応させることにより、　TTXの
C2位のグアニジル基をタンパク質のαおよびε．アミノ基に結合させた。反
応終了後、PBで平衡化したPD40カラムでゲル濾過を行い未反応試薬を除
去した。得られた精製TTX－BSAおよびTTX－OVA複合体は使用時まで、一
30℃下に保存した。
3，マウスの免疫（抗TTX抗体産生マウスの作出）
　TTXBSA複合体溶液（2．O　mg／m1）と等量のFCAを十分に混合し、5匹
のBalb／cマウス（SPF、7週齢、雌）の腹腔内にそれぞれ100μ1ずつ接種
して初回免疫を行った。3、5、7および9週間後、初回免疫と同量のTTX－
BSA複合体溶液とFICAを等量混合したものを腹腔内に追加免疫した。更に
2週間後、各免疫マウスに産生した抗TTX抗体量を調べるために、それぞ
れの眼底静脈より試験採血を行い、各抗血清のTTX－OVA複合体に対する結
合能（抗体価）をELISA（後述）により分析した。その結果、高い抗体価
を示したマウスを抗TTX抗体産生マウスとし、最終免疫として200μ1の
TTX－BSA複合体溶液（05　mg／ml）を腹腔内注射した。
4．免疫マウス抗血清のTTX－OVA複合体に対する結合能分析
　各抗血清のTTX－OVA複合体に対する結合能（抗体価）は、　ELISAによ
り分析した。
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4－1．TTX－OVA複合体の固相化
　ELISA用96ウエルマイクロプレート（住友ベークライト；No，　MS－8896F）
の各ウエルにTTX－OVA複合体溶液（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6に3μ9／m1
の濃度で溶解）を100μ1／ウエルずつ分注した。室温下で1時間静置した後、
各ウエルをダルベッコウのリン酸緩衝食塩液（Dulbecco’s　phosphate－buffered
sallne、　PBS）で3回洗浄して固相化されたTTX－OVA複合体以外を除去し
た。
4－2．プロヅキング
　TTX－OVA複合体を固相化した各ウエルに20％ウマ血清を含むPBS溶液
を200μ1／ウエルずつ分注した。室温下で1時間静置した後、各ウエルを
0．05％Tween20を含むPBS（Tween－PBS）で3回洗浄した。
4－3，免疫マウスの抗血清と固相化TTX－OVA複合体の結合反応
　各抗一血清を10％ウマ血清を含むTween－PBSで1000～51200倍まで2倍
階段希釈した。次いで、その各希釈液をTTX－OVA複合体が固相化された各
ウエルにそれぞれ100μ1／ウエルずつ添加した。室温下で1時間静置した後、
各ウエルをTwee11－PBSで4回洗浄することによって固相化TTX－OVA複合
体に結合した抗体以外を除去した。
4－4．固相化TTX－OVA複合体に結合したマウス抗体とPOD標識抗マウス
抗体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTween－PBSで1：1000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄して、
未結合の標識抗体を除去した。
4－5．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質である3，3’，5，5’一テトラメチルベンチジン
（3，3’5，5’一tetramethylbenzidlne、　TMBZ）および過酸化水素水（H202）をそ
れぞれ0．01％および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／
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ウエルずつ分注し室温下で10分間反応させた。この時ウエル内では、標識
抗体由来のPODによる触媒反応によりTMBZからH202への水素イオンの
転移が起こり、その結果水素イオンを奪われたTMBZが呈色物質に変化し
発色が起こる。
　反応終了後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／ウエルずつ分注して酵素
反応を停止した。
4－6．吸光度の測定
　発色した各ウエルの波長450nmにおける吸光度をマイクロプレートリー
ダー（Model　550型、バイオラヅド）により測定した。
4－7，結合能の判定
　各ウエルの発色強度は、固相化TTX－OVA複合体と結合した各抗血清希
釈液中の抗体量に比例する。従って、各抗血清のTTX－OVA複合体に対する
結合能（抗体価）は、吸光度が0．1以上となる各抗血清の最高希釈倍数を比
較することにより検討した。
結果および考察
1．TTX一タンパク質複合体の作製
　TTX（Fig．1－1、　a）はグアニジル基（C2位）を1つ有するため、ホルム
アルデヒドを架橋剤として使用し、タンパク質のαおよびε一アミノ基との
カップリング反応により複合体を作製した。その結果、本法によりBSAlmg
あたり67．9μgのTTXが結合したTTX－BSA複合体とOVA　l　mgあたり122．0
μgのTTXが結合したTTX－OVA複合体がそれぞれ得られた。
　一方、本法によるグアニジル基とアミノ基の結合は可逆的であり3D、時
間の経過とともに複合体からのTTXの離脱が起こると考えられる。従って、
複合体の免疫原性を維持するためには、その保存を適切に行う必要がある。
TTX一タンパク質複合体の場合、4℃下の保存では3日間で結合したTTXの
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約15％、2週間では約30％の離脱が観察された。しかし、一30℃下では保
存60日後でもTTXの離脱は全く観察されなかったことから、　TTX一タンパ
ク質複合体は一300C下の保存が有効であると考えられた。
2。マウスの免疫（抗T十X抗体産生マウスの作出）
　一般に、ハプテン汐ンパク質複合体を免疫するとハプテン部分は1つの
抗原決定基として認識され、抗ハプテン抗体が産生されると考えられる30）。
そこで、本節では、免疫抗原に使用されたBSAと抗原的に関連性のないOVA
とTTXを結合させて作製したTTX－OVA複合体を使って、これと結合する
抗体を分析することによりマウスに産生された抗TTX抗体量を評価した。
つまり、BSAとOVAは、抗原的に関連性がないので、　TTX－BSA複合体の
免疫によりマウスに産生した抗体の中でTTX－OVA複合体と結合するのは、
両複合体の共通抗原であるTTXに対して産生された抗体が大部分であると
考えられるからである。
　その結果、1匹のマウスの抗血清が高い抗体価（1132000倍）を示した
（その他のマウスの抗1加清は、1匹が1：4000倍、他の3匹は1：1000倍
以下であった）。そこで、この免疫マウスを抗TTX抗体産生マウスとして、
最終免疫を実施した後、その脾臓細胞をマウスミエローマ細胞との細胞融合
に供した。
　一方、ELISAにおいてTTX－OVA複合体をマイクロプレートの各ウエル
に固相化する際、PHの高い溶液（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6）を使用した
が、TTXは強アルカリ性の下では不安定となり容易に分解することが知ら
れている1’2）。そこで、固相化工程におけるTTXの分解が危惧されたが、
本節において、固相化TTX－OVA複合体により免疫マウス血清中の抗TTX
抗体を捕捉することができたので、本固相化条件下ではTTXの抗原性の変
化は起こらないと考えられた。
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第2節　抗体産生ハイブリドーマ細胞株の樹立
　抗TTX抗体産生マウスの脾臓には、無数の抗体産生細胞が存在しており、
それぞれの細胞はそれぞれに固有の1種類の抗体のみ（モノクローナル抗
体）を産生する。そこで、この細胞集団の中から抗TTX抗体を産生する細
胞を選び出し、試験管内で無限に培養することができれば、同一の親和性と
特異性を持ったモノクローナル抗TTX抗体を半永久的に得ることが可能と
なる。そして、ELISAでは、分析の再現性を図る上で同一の親和性と特異
性を持った抗体を常に使用する必要があるため、モノクローナル抗体は非常
に有用となる。しかし、抗体産生細胞は、無限の増殖能を持たないため、試
験管内で培養することは不可能である。
　そこで、本節では、前節において作出した抗TTX抗体産生マウスから脾
臓細胞を調製し、これを無限の増殖能を持ったマウスミエローマ細胞と細胞
融合させることにより、抗体産生能と無限の増殖能を持つハイブリドーマ細
胞集団を作出した。そして、このハイブリドーマ細胞集団の中からTTNに
対するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞株の樹立を試みた。
実験材料および方法
1．試薬
　TTX標準品は生化学工業より入手した。ポリエチレングリコール
（polyethylene　glycol，　PEG）4000はMerck　KGaA（Darmstadt，　Germany）
製、No．9727（gas　chromatography用）を用いた。イスコフ改変ダルベヅコ
培地（lscove’s　modified　Dulbecco’s　medi田η，　IMDM）、牛胎児血清（fetal　calf
serUm，　FCS）、ウマ血．清、ヒポキサンチン・アミノプテリン・チミジン
（hypoxanthine－aminopterin－thymidine　media　supplement，　HAT）、HT、　イ
ンシュリンおよびトランスフェリンは、Gibco　BRL製、　No．12200・036、
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16000－044、16050－122、31062－011、11067－030、13007－018および
13008－016を用いた。マウスリンパ球比重分離液は、日本抗体研究所製、
M－SMFを用いた。　POD標識抗マウスigG抗体（Fab　specific）はSigma製、
No．　A－2304を用いた。
　その他の試薬は市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレードのも
のを用いた。
2．細胞融合および抗体産生ハイブリドーマ細胞株の樹立
2－1．細胞融合
　最終免疫から4日後、抗TTX抗体産生マウスから脾臓を摘出し、脾細胞
を回収した。得られた脾細胞から、マウスリンパ球比重分離液を使ってリン
パ球を調製した後、KoehlerとMilsteinの方法32）に準じてマウスミエロー
マ細胞P3－X63－Ag8．U1と細胞融合を行った。
　即ち、脾細胞から調製したリンパ球（1×108個）とP3－X63－Ag8．U1細胞
を10：1の比率で混合し、これに、予め370Cに保温しておいた40％PEG　4000
溶液1m】を加え、1分間撹判≧し細胞融合した。その後2mlのIMDM培地を
2分間かけて細胞を撹挫しながら加えた。次いで、20％FCSを含むIMDM
培地の5mlを3分間かけて加えて細胞融合反応を停止させた後、1000　rpm
で5分間遠心分離し、細胞を回収した。
2－2．抗TTX抗体産生ハイブリドーマ細胞の樹立
　回収した細胞を、HTおよび20％FCSを含むIMDM（HT培地）にリンパ
球が4．0×106個／ln1となるように懸濁し、96ウエル細胞培養用プレート（住
友ベークライト；No．　MS－8096R）に100μ1／ウエル（4，0×105個／ウエル）
ずつ分注した。370C、5％CO2、加湿条件下で1日培養した後、　HATおよび
20％FCSを含むIMDM（HAT培地）を100μ1／ウエルずつ加え、更に12日
間培養を継続した。この時、各ウエル内には、リンパ球とミエローマ細胞の
融合細胞の他に、リンパ球同士やミエローマ細胞同士の融合細胞あるいは融
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合しなかったリンパ球やミエローマ細胞が共存している。しかし、この中で、
リンパ球やリンパ球同士の融合細胞は、無限の増殖能を持たないので、培養
期間中に死滅する。一方、ミエローマ細胞やミエローマ細胞同士の融合細胞
は、無限の増殖能を持つが、HAT培地に含まれるアミノプテリンの作用に
より、その増殖が阻害されるため、死滅する。従って、培養を続ける間に、
リンパ球とミエローマ細胞の融合細胞（ハイブリドーマ細胞）のみが、選択
的に生存するようになる。その結果、ハイブリドーマ細胞の増殖が認められ
たウエルの培養上清について、ELISA（後述）によりTTX－OVA複合体に対
する結合能を、competitive　inhibition　ELISA（後述）により単独のTTXに
対する結合能をそれぞれ分析した。その結果、TTXに対する抗体の産生が
確認されたウエル内のハイブリドーマ細胞について、HT培地による限界希
釈法で3回クローニングを行い、モノクローナル抗TTX抗体を産生するハ
イブリドーマ細胞株を樹立した。
3．培養上清のTTX－OVA複合体に対する結合能分析
　培養上清のTTX－OVA複合体に対する結合能は、　EHSAにより分析した。
34．TTX－OVA複合体の固相化
　ELISA用96ウエルマイクロプレートの各ウエルにTTX－OVA複合体溶液
（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6に3鉢g／mlの濃度で溶解）を100唇1／ウエルず
つ分注した。室温下で1時間静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して
固相化されたTTX－OVA複合体以外を除去した。
3－2．プロヅキング
　TTX－OVA複合体が固相化された各ウエルに20％ウマ血清を含むPBS溶
液を200μ1／ウエルずつ分注した。室温下で，1時間静置した後、各ウエルを
Tween－PBSで3回洗浄した。
3－3．培養上清と固相化TTX－OVA複合体の結合反応
　10％ウマ血清を含むTween－PBSで5倍に希釈した各培養上清をTTX－OVA
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複合体が固相化された各ウエルに100μ1／ウエルずつ添加した。室温下で1
時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄することによって固相
化TTX－OVA複合体に結合した抗体以外を除去した。
3－4．固相化TTX－OVA複合体に結合したマウス抗体とPOD標識抗マウス
抗体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTween－PBSで1：1000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄して未
結合の標識抗体を除去した。
3－5．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH202をそれぞれ0．01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／ウエルずつ分
注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／
ウエルずつ分注して発色反応を停止した
3－6，吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450nm）
により測定した。
3－7．結合能の判定
　各ウエルの発色強度は、固相化TTX－OVA複合体に結合した各培養上清
中の抗体量に比例する。従って、各培養上清のTTX－OVA複合体に対する結
合能は、培養上清を添加した各ウエルの吸光度を比較することにより検討し
た。
4．培養上清の単独のTTXに対する結合能分析
　培養上清の単独のTTXに対する結合能は、　competitive　inhibition　EUSA
により分析した。
4一雲．TTX－OVA複合体の固相化
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　　ELISA用96ウエルマイクロプレートの各ウエルにTTX－OVA複合体溶
液（0．05M炭酸緩衝液、　pH9，6に3μ9／m1の濃度で溶解）を100μ1／ウエル
ずつ分注した。室温下で1時間静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄し
て固相化されたTTX－OVA複合体以外を除去した。
4－2．培養上清と固相化TTX－OVA複合体の結合反応に対するTTXの競合
的阻害
　TTX標準原液を蒸留水で希釈して、50　ng／mlのTTX標準溶液を作製し
た。次いで、この標準溶液あるいは蒸留水をTTX－OVA複合体が固相化され
た各ウエルに100μ1／ウエルずつ添加した。続いて、同じウエルに培養上清
希釈液（蒸留水を添加したウエルの発色吸光度が約1．0となる濃度に3倍濃
度のPBSで希釈したもの）を50μ1／ウエルずつ添加し、各ウエルを十分に
混合した。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄
することによって固相化TTX－OVA複合体に結合した抗体以外を除去した。
4－3．固相化TTX－OVA複合体に結合したマウス抗体とPOD標識抗マウス
抗体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTween－PBSで1：1000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄して未
結合の標識抗体を除去した。
4－4．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH202をそれぞれ0．01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／ウエルずつ分
注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／
ウエルずつ分注して発色反応を停止した。
4－5．吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450nm）
により測定した。
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4－6．結合能の判定
　得られた吸光度から、5011g／mlのTTX標準溶液を添加した各ウエルにお
ける各培養上清と固相化TTX－OVA複合体の結合率（％）を次式により算出
した。
TTX標準溶液を添加したウエルの吸光度
結合率（％）＝ ×100
蒸留水を添加したウエルの吸光度
　各培養上清の単独のTTXに対する結合能は、各培養上清の結合率を比較
することにより検討した（培養上清の単独のTTXに対する結合能は、固相
化TTX－OVA複合体との結合率に反比例する）。
結果および考察
i．細胞融合および抗体産生ハイブリドーマ細胞株の樹立
14．細胞融合
　PEGによってマウスミエローマ細胞と抗TTX抗体産生マウスの脾臓細胞
を細胞融合させる際、脾臓細胞に赤血球が混入していると融合効率が著しく
低下することが知られている。そこで、本節では、脾臓細胞をリンパ球分離
液によって精製して赤血球を除去した後、得られたリンパ球をマウスミエロ
ーマ細胞P3－X63－Ag8．U茎との細胞融合に供した。
　その結果、HAT培地によるB日間の選択培養の後、細胞を播種した全
てのウエル（180ウエル）にハイブリドーマ細胞の増殖が認められた。
1－2．抗体産生ハイブリドーマ細胞株の樹立
　ハイブリドーマ細胞の増殖が認められた全180ウエルについて、培養上
清をそれぞれ採取し、ELISAによりTTX－OVA複合体に対する結合能を、
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competitive　inhibition　ELISAにより単独のTTXに対する結合能をそれぞれ
分析した。
　その結果、5ウエル（2．8％）の培養上清がTTX－OVA複合体に対して結合
能を示したが、単独のTTXに対する結合能は、そのうちの2ウエルの培養
上清のみがを示した。TTX－BSA複合体を免疫した場合、抗TTX抗体の他
に、BSAや架橋剤として使用したホルムアルデヒドに対する抗体も産生さ
れると考えられる。そして、ELISAによるTTX－OVA複合体に対する結合
能の分析では、抗BSA抗体は抗TTX抗体と区別することができるが、抗ホ
ルムアルデヒド抗体は、抗TTX抗体と区別することは困難である。従って、
TTX－OVA複合体に対する結合能は示したが、単独のTTXに対する結合能
を示さなかった3ウエルの培養上清は、抗ホルムアルデヒド抗体を含んで
いたと考えられる。この結果は、抗ハプテン抗体を産生するハイブリドーマ
細胞を選別する際は、産生抗体の単独のハプテンに対する結合能を
competitive　inhibition　ELISAにより確認することが重要であることを示して
いる。
　最後に、培養上清が単独のTTXに対して結合能を示したウエル内のハイ
ブリドーマ細胞を抗TTX抗体産生細胞と見なし、これを限界稀釈法により
クローニングすることにより、モノクローナル抗TTX抗体を産生する安定
なハイブリドーマ細胞T14株を樹立した。
23
第3節　抗体の特異性の検討
　TTXには数種類の低毒性誘導体の存在が知られており4・5・3335）、試料中
にそれらの誘導体が共存している場合もある。従って、試料中のTTX含有
量を正確にELISAで分析するためには、使用する抗TTX抗体が、それらの
低毒性の誘導体に対して交叉反応しないことが不可欠である。一方、マリン
トキシンにはTTX以外にも多くの種類が存在しているが、中でもTTXと
生物学的活性および化学構造が類似している麻痺性貝毒1“）が試料に共存し
ていた場合、ELISAによるTTXの分析に影響を及ぼす可能性がある。
　そこで、本節では、前節で樹立したハイブリドーマ細胞T1－1株が産生す
るモノクローナル抗TTX抗体（T1－1抗体）について、　TTX毒性に対する
中和能やTTX誘導体および麻痺性貝毒に対する交叉反応性を分析し、本抗
体が、TTXのELISA分析系の開発に有用であるかどうかを考察した。
実験材料および方法
1．試薬
　TTx標準品は生化学工業より入手した。TTx誘導体6－e1フ∫一TTx（Fig．1－1、
b）はイモリから精製したものを用いた。また、TTX誘導体anh－TTX（Fig．1－1、
c）およびTDA（Fig．　L1、　d）は、　Tsudaら『の方法33）に従ってTTXから生
成させたものを用いた。麻痺性貝毒GTXs（GTX1－4の混合物）は和光純薬
工業より入手した。ゲル濾過用PD－10カラムはAmersham　Pharmacia　Biotech
製、Codd　7．0851．0正を用いた。ウマ血清はGibco　BRL製、　No．16050－122
を用いた。POD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）はSigma製、　No．　A－
2304を用いた。抗体精製用プロテインA担体充填カラムおよびモノクロー
ナル抗体アイソタイピングキヅトはAmersham　Pharmacia　Biotech製、　No．
17－0402－03およびRPN29を用いた。
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　その他の試薬は市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレードのも
のを用いた。
2．抗体の大量調製および精製
2－1．抗体の大量調製法
　樹立したハイブリドーマ細胞T1－1株の懸濁液（細胞濃度1×107／m1）を
プリスタン処理した5匹のBalb／cマウス（SPF、10週齢、雄）の腹腔内に
それぞれ1m1接種した。10　El後、それぞれのマウスからT1－1抗体を大量
に含んだ腹水を回収し、精製に供した。
2－2．抗体の精製
　マウス腹水からのT14抗体の精製は、マウス腹水を33％飽和（NH4）2SO4
で分画・濃縮した後、プロテインAカラムを用いたアフィニティクロマト
グラフィーにより行なった。
　即ち、マウス腹水に飽和（NH4）2SO4溶液を1／3量加えて40C下で一夜静
置した後、12000rpmでi5分間遠心した。沈渣を1．5Mグリシンー3，0MNaCl、
pH8．9に溶解した後、プロテインA担体充填カラム（担体容量1ml、1．5M
グリシンー3．OM　NaC1、　pH8．9で平衡化）に流速0．1　ml／分で添加し、アフィ
ニティクロマトグラフィーを行なった。1．5Mグリシンー3．OM　NaCl、　pH：8．9
の30mlでカラムを洗浄した後、0．1Mクエン酸、　pH4．0の2．5　m1でlgGの
溶出を行った。得られた精製T1－1抗体は、　PBSで平衡化したPD－10カラム
を用いて脱塩した後、一300C下に保存した。
3．抗体のアイソタイプの同定
　T14抗体のサブクラスおよび軽鎖タイプの同定は、モノクローナル抗体
アイソタイピングキヅトで行った。
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4．抗体のTTX毒性に対する中和能の分析
　T14抗体のTTXの毒性に対する中和能は、　TTXのマウス腹腔内接種に
よる致死活性の阻止を指標にして分析した。
　即ち、5マウスユニヅト（mouse　unit，　MU　l　IMUは体重209のddYマウ
スを腹腔内接種後30分で死亡させる毒量として定義され、TTX　220μgに
相当する17））のTTXを含む溶液（PBSに溶解）と様々な濃度（0．0625、0．125、
025、0．5およびi．O　mg／ml）のT1－1抗体溶液（PBSに溶解）あるいはPBS
をそれぞれ等量混合し、37℃下で1時間反応させた。反応後、各々その1ml
ずつを体重20gの5匹のddYマウスの腹腔内にそれぞれ接種し、24時間
マウスの生死を観察した。
5，抗体の交叉反応性の分析
　丁14抗体について、3種類のTTX誘導体（6一（7，ど一TTX、　anh－TTX、　TDA）
および麻痺幕営毒GTXsに対する交叉反応性をcompetitive　inhibition　EUSA
により分析した。
5－1．TTX－OVA複合体の固相化
　ELISA用96ウエルマイクロプレートの各ウエルにTTX－OVA複合体溶液
（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6に3μg／mlの濃度で溶解）を100μ1／ウエルず
つ分注した。室温下で1時間静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して
固相化されたTTX－OVA複合体以外を除去した。
5－2．T1－1抗体と固相化TTX－OVA複合体の結合反応に対する各毒素の競
合的阻害
　各毒素（TTX、6－81フ～TTX、　anh－TTX、　TDAおよびGTXs）の標準原液を
蒸留水で希釈して、0．001、0．01、0．1、1、10、100　μg／mlの標準列をそ
れぞれ作製した。次いで、これらの各標準列あるいは蒸留水をTTX－OVA複
合体が固相化された各ウエルに100μレウエルずつ添加した。続いて、同じ
ウエルにT14抗体溶液（3倍濃度のPBSでO．3μ9／mlの濃度に調製したも
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の）を50μ1／ウエルずつ添加し、各ウエルを十分に混合した。室温下で1
時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄することによって固相
化TTX－OVA複合体に結合した抗体以外を除去した。
5－3．固相化TTX－OVA複合体に結合したT1－1抗体とPOD標識抗マウス抗
体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTween－PBSで1：1000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下でi時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄して未
結合の標識抗体を除去した。
5－4．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH202をそれぞれ0．01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／ウエルずつ分
注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を！00μ1／
ウエルずつ分注して発色反応を停止した。
5－5．吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450nm）
により測定した。
5－6．交叉反応性の判定
　得られた吸光度から、各毒素の標準列を添加した各ウエルにおけるT1－1
抗体と固相化TTX－OVA複合体の結合率（％）を次式により算出した。
各毒素の標準列を添加した各ウエルの吸光度
結合率（％）＝ ×100
蒸留水を添加したウエルの吸光度
　次いで、各毒素の標準曲線を、各毒素標準列を添加した各ウエルにおけ
る結合率を縦軸、各毒素標準列の濃度を横軸にとって作成した。
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　最後に、得られた標準曲線からT1－1抗体と固相化TTX－OVA複合体の結
合を50％阻害する各毒素の濃度を算出し、それらを比較することによりT1－
1抗体の交叉反応性を考察した。そして、T14抗体の各毒素に対する交叉
反応率（％）は、次式により算出した。
50％阻害するTTX濃度
交叉反応率（％）＝
×100
50％阻害する各毒素濃度
結果および考察
1，抗体のアイソタイプ
　T1－1抗体のサブクラスおよび軽鎖のタイプをモノクローナル抗体アイソ
タイピングキヅトにより同定した結果、サブクラスがIgG1、軽鎖のタイプ
がんであった。
2．抗体のTTX毒性に対する中和能
　T1－1抗体のTTX毒性に対する中和活性を、　TTXのマウス腹腔内接種に
よる致死活性の阻止を指標にして分析した。
　Table　I－1に示す様に、等量混合した抗体の濃度に依存してTTXのマウス
に対する致死活性は減少した。従って、本抗体は、TTXの毒性に対する中
和能を有することが明らかとなった。
3．抗体の交叉反応性
　T1－1抗体の交叉反応性は、　competitive　inhibition　ELISAにおいてT14抗
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体と固相化TTX－OVA複合体の結合を50％阻害するTTX、　6－epl－TTX、
anh－TTX、　TDAおよびGTXsの濃度を比較することにより検討した（Table
I－2）。
　その結果、6－cノフ’一TTXおよびallh－TTXでは、　T1－1抗体と固相化TTX－OVA
複合体の結合を50％阻害するためにはTTXより10倍以上の高濃度が必要
であった（交叉反応率：7．9および8．3％）。一方、TDAおよびGTXsでは、
T1－1抗体と固相化TTX－OV八複合体の結合を阻害することはできなかった
（交叉反応率：＜0．017％）。
　以上の結果から、T1－1抗体はTTXに対する特異性が非常に高く、低毒性
のTTX誘導体である6－e1払TTX、anh－TTX、　TDAおよび麻痺性貝毒であ
るGTXsに対しては有意な交叉反応性を持たないことが明かとなった。従っ
て、本抗体は、試料中のTTXのみを選択的に分析するためのELISAの開発
に有用であると考えられた。
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Table　I4．
of　TTX＊1
亘nvitro　activity　of　T！4　antibody　to　neutralize　the　lethality
T1－1　antibody
　　　（m9／ml）
Surviva1／total Surviva1（％）
1．0 5／5 100
0．5 5／5 100
0．25 5／5 100
0．！25 2／5 40
0．0625 0／5 0
0 0／5 0
＊lTo　3　ml　of　a　TTX　solution　colltainillg　5　MU　of　TTX，　an　equal　volume　of　T1－
lantibody　solutioll　at　various　concentrations　was　added．　After　incubation　for　6
0min　at　37。C，1ml　each　of　the　mixtures　was　administered　intraperioneally　to
five　mice　respectively，　and　then　the　lethality　was　determined　24　hr　after
adlninistratiOI1，
30
Table　I－2．　Cross－reactivity
derivatives＊1
of　T！－1　antibody　with　TTX　and　its
Toxin
（mol．　wt・）
Concentratioll　of　50％inhibition Cross－reactivity　％
TTX
（319）
6一（宅ρ’一TTX
（319）
Anh－TTX
（30！）
TDA
（319）
GTXs
0．05nmol／rnl
（！5ng／ml）
0．63nnlol／ln1
（200ng／丑n1）
0．60nmol／mI
（！80ng／1n1）
＞0．30μmo童／rnl
（＞100μg／m1）
＞100μg／m1
ioO
7。9
8、3
＜0．017
＜0。015
＊lThe　cross－reactivity　of　T1－1　antibody　with　TTX　and　its　derivative　was
determ量ned　by　　comparillg　the　collcentration　of　each　toxin　that　caused　50％
inhibition　of　binding　of　the　antibody　to　the　solid－phase　TTX－OVA　in　competitive
inhibitiOIl　ELISA．
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第4節　要　約
1。TTXをタンパク質に結合させて免疫原性を付加した後、これをマウス
に免疫し、マウスミエローマ細胞との細胞融合に供する脾臓細胞のドナーと
なる抗TTX抗体産生マウスの作出を試みた。まず、ホルマリンを使ってTTX
のC2位のグアニジル基をBSAのαおよびε一アミノ基に結合させた。得ら
れたTTX－BSA複合体には、　BSA　l　mgあたり67．9μgのTTXが結合してい
た。このTTXBSA複合体を5匹のマウスに免疫したところ、その中の1匹
の抗血清がTTX－OVA複合体に対して高い結合能を示した（1；32000倍）。
BSAとOVAは抗原的に関連性がないので、　TTX－OVA複合体に結合した抗
体の大部分は、両複合体の共通抗原であるTTXに対して産生された抗体で
あると考えられた。そこで、この免疫マウスを抗TTX抗体産生マウスとし
て、最終免疫を実施した後、その脾臓細胞をマウスミエローマ細胞との細胞
融合に供した。
2．作出した抗TTX抗体産生マウスの脾臓細胞とマウスミエローマ細胞を
細胞融合した後、得られた融合細胞を96ウエル細胞培養用プレートに播種
し、HAT培地を使って選択培養した。13日後、全180ウエルにハイブリ
ドーマ細胞の増殖が観察されたので、それらの培養上清のTTX－OVA複合体
に対する結合能をELISAにより分析した。その結果、全180ウエル中5ウ
エルが陽性となった。そこで、それらの培養上清について、単独のTTXに
対するの結合能をcompetitive　illhibition　ELISAにより分析したところ、5ウ
エル中2ウエルのみが陽性となった。そこで、このウエル中のハイブリド
ーマ細胞を抗TTX抗体産生細胞と見なし、これを限界稀釈法によりクロー
ニングすることにより、モノクローナル抗TTX抗体を産生する安定なハイ
ブリドーマ細胞T1－1株を樹立した。
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3．樹立したハイブリドーマ細胞T1－1株が産生するモノクローナル抗TTX
抗体（T14抗体）の特異性を検討し、本抗体がTTXのELISA分析系の開
発に有用であるかどうかを考察した。その結果、本抗体はTTXのマウスに
対する致死活性を中和した上に、低毒性のTTX誘導体である6一εpど一TTX、
anh－TTX、　TDAおよび麻痺性貝毒であるGTXsには有意な交叉反応を示さ
なかった。従って、本抗体はTTXと特異的に結合する抗体であり、試料中
のTTXのみを選択的に分析するためのELISAの開発に有用であると考えら
れた。
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第2章　モノクローナル抗テトロドトキシン抗体を用いた酵素免疫測定法
　　　　によるテトロドトキシンの定量
　前章では、抗TTX抗体産生マウスを作出し、その脾臓細胞をマウスミエ
ローマ細胞と細胞融合することにより得られたハイブリドーマ細胞集団の中
からモノクローナル抗TTX抗体を産生するハイブリドーマ細胞丁14株を
樹立した。このハイブリドーマ細胞T1－1株が産生するモノクローナル抗
TTX抗体（T14抗体）の特異性を検討した結果、本抗体はTTXと特異的
に結合する抗体であり、TTXのELISA分析系の開発に有用であると考えら
れた。
　そこで、本章では、TI－1抗体を使ったTTXのELISA分析系（TTX－ELISA）
を開発し、その有用性について検討した。
　最初に、第1節では、T1－1抗体を使ったTTX－ELISAを構築し、その定
量性、再現性および検出感度について検討した。
　次いで、第2節では、TTX－ELISAを用いて、添加回収実験およびマウス
毒性試験法との比較を行い、その有用性を検討した。
　最後に、第3節では、TTX－EUSAによる実施例を示した。食中毒患者の
二物、尿およびその原因フグの分析例である。
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第1節　酵素免疫測定法によるテトロドトキシン分析系の構築
　本節では、前章で作製したT1－1抗体をペルオキシダーゼ（peroxidase、
POD）で標識し、これを使ってTTX－ELISAを構築した。そして、　TTX－ELISA
を用いてTTXの標準列を測定し、得られた標準曲線からその定量性、再現
性および検出感度について検討した。
実験材料および方法
1．試薬
　TTX標準品は生化学工業より入手した。固定化ペプシンはSigma製、　No．
P－3286を用いた。PODはBoehringer　Mannheim　GmbH（Mannheim、　Germany）
製、No，814393を用いた。コンカナバリンA　（concanavalin　A、　Con　A）一
門ファローズゲルはAmersham　Pharmacia　Biotech製、　Cod　17－0440－03を用
いた。ゲル濾過用PD．10カラムはAmersham　Pharmacia　Biotech製、　Code
17－085LO　1を用いた。抗体精製用プロテインA担体充填カラムはAmersham
Pharmacia　Biotech製、　No．17－0402－03を用いた。
　上記以外の試薬は、市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレード
のものを用いた。
2．POD標識T14抗体の作製法
　POD標識T1－1抗体は、　Fig．　II－1に示したスキームに従って、石川の方法
36）を一部改良して作製した。
24．T14抗体のF（ab’）、フラグメントの調製
　10mgのTM抗体を固定化ペプシン2001Uと共に1．5　m1の0．05Mク
エン酸緩衝液、pH3．8に溶解し、370C下で消化反応させた。15時間後、反
応液をプロテインA担体充填カラムに添加し、素通り液に含まれるT14抗
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体のF（ab’）2フラグメントを回収した（Fcフラグメントおよび未消化の抗体
はカラムに結合するので、反応液から除去される）。
2－2．T1－1抗体のFab’フラグメントの調製
　得られたF（ab’）2フラグメント5mgを0．9　mlの0．1Mリン酸ナトリウム
緩衝液、pH6．0に溶解した。次いで、この溶液に0．1Mシステアミン塩酸塩
溶液（蒸留水に溶解）を0．1m1加え、370C下で1．5時間反応させることに
よりF（ab’）2フラグメントのS－S結合を切断し、　Fab’フラグメントを得た。
2－3．PODへのマレイミド基の導入
　POD　10mgを15mlの0．IMリン酸緩衝液、　pH6．0に溶解し、これに0．1　m1
のマレイミド化合物（／＞一（6－maleimidocaproyloxy）succinimideN容液（31mg／ml、
N，N一ジメチルホルムアミドに溶解）を加えて300C下で1時間反応させ、　POD
にマレイミド基を導入した。
2－4．マレイミド基導入PODによるT14抗体Fab’フラグメントの標識
　マレイミド基を導入したPOD　3　m9を0．6　mlの0．1Mリン酸緩衝液、　pH6．0
に溶解し、これに0．005MEDTAを含む0．1Mリン酸緩衝液、　pH：6．0の1．5　ml
に溶解したT1－1抗体のFab’フラグメント3．2　mgを加えて30℃下で1時間
反応させた。
2－5．POD標識T1－i抗体の精製
　上記の反応液を、0．5M塩化ナトリウムを含む0．05Mリン酸緩衝液、　pH7．3
で平衡化したPD－10カラムに添加してバッファー交換を行なった後、　Con　A一
壷ファローズ充填カラム（担体容量Iml、0．5M塩化ナトリウムを含む0．05M
リン酸緩衝液、pH73で平衡化）に添加し、アフィニティクロマトグラフィ
ーを行なった。05M塩化ナトリウムを含む0．05Mリン酸緩衝液、　pH7．3
の15mlで洗浄し、カラムに結合しない未標識抗体を除去した後、カラム
に結合したPOD標識T1．1抗体を0．2Mα一メチルーD一マンノピラノシド溶液
で溶出した。得られた精製POD標識T1－1抗体は、一30。C下に保存した。
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S．S
　　　　　T1－1　arltibody
田一
POD
0
　　　0
　　　樋
　N－R－C－NH－
0
0　　　　　0
　　　0
　　　11
　N－R－GO－N
O　　　　　O
　Maleimido
　POD
1
　　　　　　　　　　　　　　　　O
　　　　　　　　　TI－1　antibody－POD　conjugate
Fig．1亙一1．Scheme　for　preparation　of　T！－1　antibody－POD　cor噸ugate．
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3．TTX－ELISAによるTTX標準曲線の作成
3－1．TTX－OVA複合体の固相化
　ELISA用96ウエルマイクロプレートの各ウエルにTTX－OVA複合体溶液
（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6に3μg／mlの濃度で溶解）を100μ1／ウエルず
つ分注した。室温下で1時間静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して
固相化されたTTX－OVA複合体以外を除去した。
3－2．POD標識T1－1抗体と固相化TTX－OVA複合体の結合反応に対するTTX
の競合的阻害
　TTX標準原液を蒸留水で希釈して、1、2、5、10、20、50、100および
200ng／m1の標準列を作製した。次いで、この標準列あるいは蒸留水を
TTX－OVA複合体が固相化された各ウエルに100μ1／ウエルずつ添加した。
続いて、同じウエルにPOD標識T1－1抗体溶液（3倍濃度のPBSで0．26μg／ml
の濃度に調製したもの）を50μ1／ウエルずつ添加し、各ウエルを十分に混
合した。室温下で20分間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄
することによって固相化TTX－OVA複合体に結合した抗体以外を除去した。
3－3．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH202をそれぞれ0．01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／ウエルずつ分
注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／
ウエルずつ分注して発色反応を停止した。
3－4．吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450nm）
により測定した。
3－5．標準曲線の作成
　得られた吸光度から、TTX標準列を添加した各ウエルにおけるPOD標識
T14抗体と固相化TTX－OVA複合体の結合率（％）を次式により算出した。
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TTX標準列を添加した各ウエルの廠光度
結合率（％）＝ ×100
　　　　　　　　　　　　　蒸留水を添加したウエルの吸光度
　次いで、TTX標準列を添加した各ウエルにおける結合率を縦軸、　TTX標
準列の濃度を横軸にとってTTX標準曲線を作成した。
結果および考察
1．TTX－ELISAの構築
　TTX－ELISAはcompetitive　inhibition　ELISAにより構築し、分析に要する
時間を短縮するためにPOD標識T1－1抗体を用いた。
　その結果、通常のELISA分析系と比較して、酵素標識2次抗体の反応行
程とその洗浄操作を省略することが可能となり、全行程約30分間でTTX
を分析できるようになった（TTX－OVA複合体をマイクロプレートへ固相化
する行程を含めると全行程は、約90分間となる）。
2．TTX－ELISAによるTTX標準曲線
　TTX－ELISAの定量性、再現性および検出感度を検討するために、1～200
ng／mlの濃度のTTX標準列を繰り返し6回測定した。そして、　TTX標準列
を添加した各ウエルにおけるPOD標識T1－1抗体と固相化TTX－OVA複合
体の結合率（antibody　binding、％）を縦軸、　TTX標準列の濃度を横軸にと
って、標準曲線を作成した（Fig．　IL2）。
　その結果、標準曲線はTTX濃度2～100　ng／mlの範囲で直線的定量陛を
示した。また、Table　IHに示す様に、標準曲線は同じ濃度範囲で高い再現
性も示した（変動率く10、6％）。　competitive　inhibition　ELISAによる分析
系では、多くの場合、抗体と固相化抗原の結合の10～20％を阻害する毒素
の濃度をその分析系の検出限界値に設定している37弓9）。そこで、TTX－ELISA
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では、POD標識抗TTX抗体丁14と固相化TTX－OVA複合体の結合の約15％
を阻害するTTX濃度2ng／mlを、その検出限界値とした。この検出限界値
は、公定法であるマウス試験法の検出限界値1MU（竃TTX　220　ng）／m117）
の約1／100に相当するので、本法によるTTXの定量感度は、公定法より約
100倍高いと考えられた。
　以前に報告されたTTXのELISA分析系40）では、定量感度を向上させる
ためにアビジンービオチンシステム（avidin－biotin　system）が使用されてい
た。それゆえ、定量感度は優れていたが、通常のELXSAと比較して反応行
程が煩雑となり、TTX分析に長時間を要した。一方、　TTX－ELISAでは、本
節の結果から、ほぼ同程度の定量感度で、より短時間にTTXを分析するこ
とが可能であると考えられた。
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Fig．　II－2．　Stalldard　inllibition　curve　of　billdillg　of　T1－1　antibody－POD　colljugate
with亡he　sohd－phase　TTX－OVA　by　TTX　ill　TTX－ELISA．
　　The　solid－phase　TTX－OVA　was　illcubated　with　a　constallt　amount　of　T！－1
alltibody－POD　conjugate　in　the　presence　of　increasing　concentratiolls　of　TTX
stalldards（！，2，5，10，20，50，100　alld　20011g／ml）or　distilled　water　ill
competitive　inhibi童io11　ELISA．　Alltibody　bindil｝g（％）was　calculated　as　follows：the
absorbance　value　obtahled　for　TTX　standard　were　divided　by　the　absorballce
value　for　dist川ed　water　without　TTX　and　111ultiplied　by　100，　Each　poillt
represellts　the　Inean　of　six　assays．
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Table　I亙一！．　Reproducibility　of　standard　inhibition　curve　for　TTX　in
TTX－ELISA
TTX　standard
　　ω9／ml）
Antibody　binding（％）
Mean±SD CV（％）
Intra－assay（n：＝6）
　2
　5
！0
20
50
100
85．0±2．3
74．1±2．4
55。7±1．9
43．9±：1。8
25．6±2。4
！2．8±1。2
2．7
3．2
3．4
4。1
9．4
9．4
Inter－assay（11＝3）
　2
　5
！0
20
50
！00
86．2±1．2
75．5±1．2
57．0±1．3
45．1±1．4
265±1．4
14．1±15
1．4
1．6
2．3
3．1
5．3
10。6
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第2節　酵素免疫測定法の有用性の検討
　前節では、POD標識T1－1抗体を使ってTTX－ELISAを構築し、その定量
性、再現性および検出感度が優れていることを実証した。
　そこで、本節では、このTTX－ELISAを用いて、フグ組織および尿を試料
としたTTXの定量を行い、その有用性を検討した。
実験材料および方法
1．試薬
　TTX標準品は生化学工業より入手した。
　その他の試薬は、市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレードの
ものを用いた。
2．被験液の調製法
　フグ組織からのTTXの抽出は、0．1％酢酸抽出法17）によって行った。
　即ち、フグ組織10gを細切し、これに25　mlの0．1％酢酸溶液を加えて
沸騰水浴中で10分間加熱抽出した。冷却後、3000rpm　15分間遠心し、上
清に0。1％酢酸溶液を加えて50mlに定容した。このTTX抽出液を蒸留水
で5倍以上に希釈したものをTTX－ELISA用の被験液とした。
　一方、尿検体については、蒸留水で10倍に希釈したものをTTX－ELISA
用の被験液とした。
3．　TTX－ELISA
34，TTX－OVA複合体の固相化
　ELISA用96ウエルマイクロプレートの各ウエルにTTX－OVA複合体溶液
（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6に3μg／mlの濃度で溶解）を100μ1／ウエルず
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つ分注した。室温下で！時間静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して
固相化されたTTX－OVA複合体以外を除去した。
3－2．POD標識T14抗体と固相化TTX－OVA複合体の結合反応に対するTTX
の競合的阻害
　TTX標準原液を蒸留水で希釈して、1、2、5、10、20、50、100および
20011g／m1の標準列を作製した。次いで、この標準列、蒸留水あるいは被験
液をTTX－OVA複合体が固相化された各ウエルに100μ1／ウエルずつ添加し
た。続いて、同じウエルにPOD標識T1－1抗体溶液（3倍濃度のPBSで0．26
μg／mlの濃度に調製したもの）を50μ1／ウエルずつ添加し、各ウエルを十分
に混合した。室温下で20分間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回
洗浄することによって固相化TTX－OVA複合体に結合した抗体以外を除去し
た。
3－3．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH202をそれぞれ0。01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／ウエルずつ分
注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／
ウエルずつ分注して発色反応を停止した。
34．吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450nm）
により測定した。
3－5．標準曲線の作成
　得られた吸光度から、標準列あるいは被験液を添加した各ウエルにおけ
るPOD標識T14抗体と固相化TTX－OVA複合体の結合率（％）を次式によ
り算出した。
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標準列あるいは被験液添加し
た各ウエルの吸光鉛
糸吉凶率　（％）　＝
×100
蒸留水を添加したウエルの吸光度
　次いで、TTX標準列を添加した各ウエルにおける結合率を縦軸、　TTX標
準列の濃度を横軸にとって、TTX標準曲線を作成した。
3－6．被験液のTTX含有量の算出
　得られたTTX標準曲線に、被験液を添加したウエルにおける結合率を挿
入することにより、被験液に含まれるTTX濃度を算出した。
4，添加回収実験法
　マウス毒性試験法およびTTX－ELISAによりTTXを含有しないことを確
認したトラフグ（7「6z左ヴ’配9麗　14μわ1”！フa∫）、シマフグ（7磁晶群κα1π肋μεrμ3）
およびシロサバフグ（Lαgoc印如1醐w13881εr∂の筋肉10　gにTTX標準品を
2．5、5．0、10．0および20．0μgずつそれぞれ添加した。室温下で30分間保
持した後、0．1％酢酸抽出法を用いて抽出し、マウス毒性試験法および
TTX－ELISAにより、そのTTX含有量を分析した。
　また、健康人の尿10mlにTTX標準品を0．5、1．0、2．0および5．0μgず
つそれぞれ添加した。室温下で30分間保持した後、TTX－ELISAにより、
そのTTX含有量を分析した。
5．マウス毒性試験法との比較
　ドクサバフグ（乙αgocεP乃α1乙イ31瑚α1”3）の筋肉7検体、コモンフグ（7盈珈創
1πフθd1‘，〃伽5）の筋肉6検体およびヒガンフグ（7αん珈gμPα1’401ど5）の肝臓
6検体、卵巣3検体、皮3検体、計25検体を使用した。マウス毒性試験法
およびTTX－ELISAによりTTX含有量を分析した後、各々の結果を比較し
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た。
結果および考察
1．添加回収実験
　トラフグ、シマフグおよびシロサバフグの筋肉に1g当り250、500、1000
および2000ngの濃度でTTX標準品をそれぞれ添加し、0．1％酢酸抽出法
で処理した後、抽出四竹のTTX含有量をTTX－ELISAおよびマウス毒性試
験法を用いて分析した（Table　II－2）。
　その結果、TTX－ELISAでは添加された全ての濃度でTTXを検出すること
が可能であった。そして、3回の繰り返し分析における平均回収率は97．0
～102．5％（変動率く15．9％）であり、添加量にほぼ相当する分析結果が得
られた。一方、マウス毒性試験法では、フグ筋肉1gあたり250、500およ
び1000ngの濃度で添加されたTTXを検出することはできなかった。これ
は、0．1％酢酸抽出管腔での最終濃度がそれぞれの50、10bおよび20011g／ml
となり、マウス毒性試験法の検出限界値である1MU（＝TTX　220　ng）／ml
以下となるためであると考えれた。
　現在、TTXの毒力がフグ組織1g当り2．2μg以下の場合は食用に供して
も人間の健康を害する恐れはないと判断されている17）。本添加回収実験で
は、TTX－ELISAによって、その安全限界値の約1／10に相当するフグ筋肉1g
当り250ngのTTX濃度を正確に分析することが可能であった。
　一一方、健康人の尿検体についても、尿1ml当り50、100、200および500　ng
の濃度でTTX標準品をそれぞれ添加し、　TTX－ELISAを用いてTTX含有量
を分析した（Table　II－3）。
　その結果、3回の繰り返し分析における平均回収率は91．0～103．7％（変
動率く6．1％）であり、添加量にほぼ相当する分析結果が得られた。
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2．マウス毒性試験法との比較
　有毒フグ組織（筋肉13検体、肝臓6検体、卵巣3検体および皮3検体）
25検体のTTX含有量をTTX－ELISAおよびマウス毒性試験法によって分析
し、それぞれの結果を比較した（Fig．　II－3）。
　その結果、4匹のコモンフグの筋肉については、TTX－EHSAでのみTTX
が検出され、その濃度はそれぞれ0．25、0．31、0．56および0．59μ／gであっ
た。その他の組織については、TTX－ELISAおよびマウス毒性試験法の両方
でTTXが検出された。そして、両者の分析結果は良く一致し、相関係数（r）
は0．99（n＝21）と算出された。
　以上、本節の結果から、前節で構築したTTX－ELISAは、　TTXが原因とし
て疑われる食中毒事件の発生に際して、調理残品や摂食残品あるいは患者の
尿から微量に含まれるTTXを迅速かつ確実に検出するのに有用な方法であ
ると考えられる。また、本法は、被験液の煩雑な精製操作を必要とせず、マ
ウス毒性試験用の抽出液を蒸留水で希釈するだけで分析できるという利点を
持っている。
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Table　II－2．　Recoveries　of　TTX　added　to　muscles　of　puffer　fish　by　TTX－ELISA
and　1ηouse　bioassay
Detectioll　method
Added　TTX
　　（ng／9）
Determination　value（ng／9）
Mean±SD（n竃3） CV（％）
TTX－ELISA
　　0
250
500
1000
2000・
　　　　　Nb＊1
　251±39．8
　485±35．0
1025±115。5
2042±！67．8
15．9
7．2
11．3
8．2
Mouse　bioassay
　　0
250
500
1000
2000
　　　　　ND
　　　　　ND
　　　　　ND
　　　　　ND
1962±148．0 7．5
＊1ND　is　not　detectable，
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Table　H－3．　Recovery　of　TTX　added　to　control　urine　by　TTX一：ELISA
Added　TTX
（μ9／ml）
Volume
　（n¶）
　　Recovery，％
Mean±SD（n置3）
CV，％
0．5
1．0
2．6
5．0
10
10
10
！0
91。0
！03．7
97．5
94．6
±5．1
±6。3
±5．4
±45
5．6
6。1
5。5
4。8
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Fig．　II－3．　Correlatiol、　between　TTX　concelltratlon（μg／g）determined　by
mouse　bioassay　and　that　by　TTX－ELISA．
　　111　exa童γ1ination　of　l　3　muscles，　6　1ivers，　3　0varies　alld　3　skills　froln
llaturaUy　　contalnillated　　puffer　fish　　（Tαんζ1≧‘8・z4　」ρoεcど10ηo∫μ5，　7αんζ1漉9麗
Pごπ401ゴ56zπol　Lo8・ocゆ1πz1乙ム∫1μπα1・ご5），　the　results　by　co111petitive　inhibition
ELISA　were　plotted　agaillst　the　results　by　mouse　bioassay．The　resuits　by
mouse　bioassay　were　expressed　one　mouse　unit　as　220　ng　of　TTX、　Four
samples　of　7αんφ‘9乙りフ08dlollo館8　gave　positive　results　only　by　TTX－
ELISA，　and　those　TTX　collcentratiolls　were　O．25，0．31，0．56　and　O．59
μ・g／9，　respectiveIy．
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第3節　実施例（食中毒事件の原因究明）
　本節では、TTX－ELISAによるTTX検査の実施例として、2000年2月に
大阪府で発生したTTXが原因として疑われる食中毒事件（ヒガンフグの摂
食による食中毒事件）の原因究明を記述する。
1．事件の概要
　2000年2月18日の夜から、大阪府富田林市内のA氏が、友人と三重県
英虞湾大崎口にイカダ釣りに出かけ、翌19日に釣ったフグをそれぞれ持ち
帰った。A氏は、持ち帰った10匹のフグの中の5匹だけを解体し、その筋
肉および3匹分の精巣を冷蔵庫に保存した後、残りは全て廃棄した。その
後、A氏は、同日22時に3匹分の筋肉、翌20日23時頃2匹分の筋肉を
それぞれ刺身にして摂食し、更に22日1時頃、残りの3匹分の精巣をイン
スタントラーメンに入れて摂食した。同日5時30分頃から口の痺れ等の麻
痺症状が現れ、同口9時頃には言語障害、起立不能となり、同日9時30分
頃、呼吸困難に陥り、救急車で同府狭山市内K病院に搬入された。担当医
が、その症状および喫緊状況からTTXによる食中毒事件を疑い、同日11
時20分頃に狭山保健所に届出をした。
　なお、患者は懸命の治療により回復し、2月26日に無事退院した。
2，検体の採取
　入院中の病院から、患者の吐物および尿を採取した。一方、患者の自宅
を調査したところ、喫食残品（インスタントラーメンの残り）および原因フ
グは既に処分されており入手することはできなかった。しかし、一緒に釣り
に行った友人宅の冷蔵庫には、持ち帰ったフグ10匹が残っており、その友
人の話から、そのフグは患者が持ち帰ったフグと同一種であると考えられた
ので、これを採取した。採取したフグは、頭、内臓、皮が付いている、いわ
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ゆる「丸フグ」に近い状態であった。
3，フグの鑑別結果
　友人宅の冷蔵庫より採取したフグを原因フグと同一種として、その魚種
鑑別を行った結果、形態的特徴から「ヒガンフグ」と確認した。
4，患者の蘭越、尿および原因フグの分析結果
　TTX－ELISAによる分析結果をTable　II－4に示した。患者の吐物から14．5
MU／g、尿から0．5　MU／mlのTTXをそれぞれ検出した。一方、原因フグの
検査は、友人宅の冷蔵庫より採取した10匹のヒガンフグの中の3匹につい
て実施し、筋肉から205～30．5MU／9、肝臓から13．6～1615　MU／9、皮か
ら84．1～253．2MU／9、卵巣から145．5～185．9　MU／9のTTXをそれぞれ検
出した。
5．原因物質および原因食品
　患者の症状およびTTX－ELISAによる吐物、尿の分析結果から、本件はTTX
による食中毒事件であると断定した。一方、原因食品については、友人宅よ
り採取した10匹のヒガンフグは全て雌であったので、当初に原因食品と推
定された精巣については、その毒性を検査することができなかった。しかし、
患者回復後に再度聴取したところ、摂食した3対の精巣の中の1対が卵巣
であった可能性が高くなり、本件は、これを誤食したことによる食中毒と考
えられた。検査した3匹のヒガンフグの卵巣の平均重量は309、平均毒量
は172MU／9であったことから、患者の摂取毒量は5160　MUであったと推
定された。
　本事件では、TTXの分析にTTX－ELISAを適用することにより迅速な原
因究明が行われた。特に、患者の尿に含まれる微量のTTXを検出すること
ができた点で、TTX－ELISAは有用であった。
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Table　II－4．　Toxicity　score　of　the　poison豆ng　samples　dcte罫mincd
by　TTX－EUSA
Toxicity　score
Sample
μ9／9 （MU／9）＊1
四Higanfugu四
　　　muscle
　　　muscle
　　　muscle
　　　liver
　　　liver
　　　Iiver
　　　ova「y
　　　ova「y
　　　ova「y
　　　skin
　　　skin
　　　skin
Food　vomited　by　patiellt
Urine　by　patient
　　4．8
　　4．5
　　6。7
　　3．0
355．3
　　4．0
40．9
32．0
40。7
54．1
185
55．7
　　3．2
　　0。！
（21．8）
（205）
（30．5）
（13。6）
（16！5）
（18．2）
（185．9）
（！45．5）
（185）
（245．9）
（84．1）
（253．2）
（145）
（0．5）＊2
＊1　The　amoullt（μ9／9）of　TTX　determined　by　TTX－　ELISA　was
converted　hlto　MU，　assuming　that　one　MU　was　equivalellt　to　220　ng　TTX．
＊2μ9／ml（MU／mD．
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第4節　要　約
1，前章で作製したT14抗体を使ってTTXのELISA分析系（TTX－ELISA）
を構築し、その定量性、再現性および検出感度について考察した。その結果、．
本法によるTTXの定量感度は、2ng／mlであり、公定法であるマウス毒性
試験法より100倍高かった。また、本法では酵素標識したT14抗体を使用
したので、通常のELISA分析系と比較して酵素標識2次抗体の反応行程お
よび洗浄操作が省略され、全行程約30分間でTTXの分析が可能となった
（TTX－OVA複合体をマイクロプレートへ固相化する行程を含めると全行程
は、約90分間となる）。
2．TTX－ELISAを用いて、　TTXを含まないフグの筋肉および健康人の尿に
対するTTXの添加回収実験を行った。その結果、フグの筋肉では回収率97．0
～102．5％（変動率く15．9％）、健康人の尿では回収率91．0～103．7％（変動
率く6．1％）という結果が得られ、本法の定量性が実証された。更に、本添
加回収実験では、本法が、　（1）公定法であるマウス毒性試験用の抽出液を
精製せずに希釈するだけで分析可能であること、　（2）マウス毒性試験法で
は検出できない低濃度のTTXを正確に分析できること、　（3）TTXの安全
限界値（フグ組織1g当り22μg）の約1／10に相当するTTX濃度を正確
に分析できること、が実証された。また、本法を用いて、有毒フグ組織のTTX
含有量を分析し、マウス毒性試験法の分析値と比較した結果、相関係数0．99
（n＝21）でよく一致した。
3．上記のTTX－ELISAを用いた実施例として、大阪府で発生したTTXが
原因として疑われる食中毒事件の原因究明を行った。その結果、患者の謡物
および尿からTTXが検：出され、本件はTTXによる食中毒事件であると断
定された。更に、原因フグと推定されたヒガンフグの各組織（筋肉、肝臓、
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卵巣および皮）のTTX含有量から、本件は卵巣の誤食による食中毒である
と推定された。
　以上の結果から、TTX－ELISAは、　TTXが原因として疑われる食中毒事件
の発生に際して、調理残品や摂食残品および患者の尿から微量に含まれる
TTXを迅速かつ確実に検出するのに有効な方法であると考えられた。本法
の特徴としては、　（1）公定法であるマウス毒性試験用の抽出液を前処理せ
ずに蒸留水で希釈するだけで分析可能であること、　（2）POD標識T1－1抗
体を用いるため、通常のELISA分析系より短時間でTTXの分析が可能であ
ること、　（3）マウス毒性試験法では検出不可能な低濃度のTTXを高感度
に分析可能であること、　（4）共存する低毒性のTTX誘導体および麻痺性
貝毒GTXsを検出しないこと等が揚げられる。
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第3章モノクローナル抗テトロドトキシン抗体を用いたイムノアフィニ
　　　　ティークロマトグラフィーを利用したフグ中毒患者尿からのテト
　　　　ロドトキシンの検出
　TTXによる食中毒事件は、日本を初めとして世界各地で発生している7’41’
42）。TTXが原因として疑われる食中毒事件では、調理残品や摂食残品が残
っていな場合が多いので、患者がTTXによる食中毒であることを確実に診
断するためには、患者の尿からTTXを検出することが非常に重要となる。
尿からTTXを検出する方法としては、第2章で述べたTTX－ELISAと並ん
でHPLCI9’20）が有用であると考えられる。　HPLCによって尿中のTTXを分
析する際には：、本法は特異性の低い分析法であるため23）、分析に先立って
多くの爽雑物質が含まれる尿試料からTTXを単離することが必要となる。
しかし、現在TTXの精製法として使用されているゲル濾過法やイオン交換
クロマトグラフィー法上24’27）では、患者尿中からTTXを十分に精製できな
いため、結果としてHPLCによる尿中のTTX分析は困難となっている。
　IACは、目的物質に特異的な抗体を固定化した免疫吸着体に試料を通し、
抗原抗体反応に基づいて目的物質を吸着させて単離、純化する方法である。
43）それゆえ、IACは、　HPLC分析に先立って尿試料から微量に含まれる薬物
やアフラトキシンを精製する方法として利用されている4446）。従って、IAC
は、尿中TTXをHPLC分析する際にも、尿試料からTTXを精製する方法
として有用ではないかと考えられる。
　そこで、本章では、HPLC分析に先立って尿試料からTTXを精製する方
法として、第1章で作製したT1一ユ抗体を固定化した免疫吸着体を用いたIAC
（TTX－IAC）を開発し、その有用性について検討した。
　最初に、第1節では、T1－1抗体を固定化した免疫吸着体を使ったTTX－IAC
を構築し、そのTTX精製能力について考察した。
　次いで、第2節では、HPLC分析に先立ってTTX－IACによる尿試料から
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のTTXの精製を実施し、その有用性を検討した。
　最後に、第3節では、尿試料からのTTXの精製にTTX－IACを使用した
尿中TTXのHPLC分析の実施例を示した。食中毒患者から採取した尿試料
中のTTX分析例である。
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第1節　イムノアフィニティークロマトグラフィーによるテトロドト
　　　　キシン精製法の構築
　本節では、第1章で作製したT1－1抗体を固定化した免疫吸着体を作製し、
これを用いてTTX－IACを構築した。そして、　TTX－IACを使って各種濃度の
TTX標準溶液からTTXを精製し、その有効性について考察した。
実験材料および方法
1．試薬
TTX標準品は、和光純薬工業より入手した。
その他の試薬は、市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレードのも
のを用いた。
2．T14抗体固定化免疫吸着体の作製
　抗体固定化骨カラム（Hitrap　affinity　column、　NHS－activated，1ml；Amersham
Pharmacia　Biotech）を6mlの0．001M塩酸溶液で洗浄した後、同カラムに
1．5mlのT14抗体溶液（塩化ナトリウムを0．5M含む0．2M炭酸水素ナト
リウム溶液に4mg／mlの濃度で溶解）を室温下で1時間、繰り返し添加し
た。次いで、それぞれ塩化ナトリウムを0．5M含む1．OMグリシンーNaO：H緩
衝液、pH8．3および0．1M酢酸緩衝液、　pH4．0で交互に洗浄し、カラムに残
った未反応活性基の不活化および未結合抗体の除去を行った。得られたT1－
1抗体を固定化した免疫吸着体は、0．1％アジ化ナトリムを含むPBSで平衡
化した後、40C下に保存した。
3．TTX－IACによるTTXの精製
34．免疫吸着体の平衡化
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　免疫吸着体を10m1のPBSで洗浄し、平衡化した。
3－2．免疫吸着体によるTTXの吸着
　TTX標準原液をPBSで希釈して、0．25、1．25、2．5および5．0μ9／mlの標
準溶液をそれぞれ4mlずつ作製した。次いで、これらのTTX標準溶液のそ
れぞれを免疫吸着体に室温下で1時間、繰り返し添加した。
3－3．免疫吸着体の洗浄および溶出
　20m1のPBSおよび10　m1の蒸留水で免疫吸着体を洗浄した後、10　mlの
1％酢酸溶液で結合したTTXを溶出した。
3－4．免疫吸着体の再生
　免疫吸着体を再使用する場合は、10mlの0．1MグリシンーHCI緩衝液、
pH2．5で免疫吸着体を洗浄した後、　PBSで平衡化し再使用した。
3－5．溶出TTXの分析
　溶出液を減圧濃縮した後、残渣を4mlの蒸留水に溶解し、その中に含ま
れるTTX量をHPLC（後述）により分析した。
4．HP　LC分析
　HPLCによるTTXの分析は、次の条件19）で実施した。
4－1．分析条件
1）カラム：ODS逆相カラム（6．O　I．D。×300　mm、　YMC製、　YMC－pack　ODS－AQ）
2）移動相：0．288％酢酸、0．067％ヘプタフルオロ酪酸、0．07％アンモニ
アを含む蒸留水／アセトニトリ’ル（9713）、pH5
3）流速：0．5ml／分
4）試料注入量：100μ1
5）蛍光検出器：励起波長357nm、蛍光波長510　nm
4－2．蛍光化条件
1）反応液：4N水酸化ナトリウム溶液
2）流速：05ml／分
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3）反応温度：ユ30℃
4）反応コイル：ステンレス管、0．25mm　LD．×15　m
結果および考察
1．TTX－IACによるTTXの精製
　TU抗体を固定化した免疫吸着体にTTX標準溶液を添加した後、免疫吸
着体の洗浄および溶出を行い、その溶出液中に含まれるTTX量を分析した。
（Table　III－1）o
　その結果、全量で1～10μgのTTXを添加した場合、その80～88％が免
疫吸着体に可逆的に結合することが明かとなった。従って、本免疫吸着体を
用いたTTX－IACによって、尿試料からTTXを単離することが可能である
と考えられた。一方、全量で20μgのTTXを添加した場合、免疫吸着体に
は、その58％に相当する11．6μ9のTTXしか結合しなかった。これは、添
加したTTX量が免疫吸着体の結合容量を超えてしまったためであると考え
られ、本免疫吸着体のTTXに対する最大結合容量は約11．6μ9であると推
定された。
　本節では、1つの免疫吸着体を繰返し使用したが、免疫吸着体のTTXに
対する結合能力の劣化は認められなかった。しかし、免疫吸着体の繰返しの
使用および長期の保存は、免疫吸着体の汚染および結合能力の劣化を招く恐
れがあるため避けるべきである。TTXの免疫吸着体は、無限に得ることが
できるモノクローナル抗体を固定化して作製したものであるので、大量に生
産することが可能である。従って、本免疫吸着体はディスポーザブルとして
使用することができると考えられる。
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Table互II4．　Recovery　of　TTX　applied　through　TTX－IAC
Applied　TTX
　　　（μ9）
Recovered　TTX＊1
　　　　（μ9）
Recovery，％
1．0
5．0
！0．0
20．0
0．8
4。4
＆4
11．6
80
88
84
58
＊1Average（n＝2）
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　　第2節　イムノアフィニティークロマトグラフィーの有用性の検討
　　前節での検：討の結果、T1－1抗体を固定化した免疫吸着体を用いた
TTX－IACによって、尿試料からTTXを単離することが可能であると考えら
れた。
　そこで、本節では、それを実証するために、TTXを添加した尿試料につ
いて、TTX－IACを使用してTTXの精製を実施し、その有用性を検討した。
　　　　　　　　　　　　実験材料および方法
1，試薬
　TTX標準品およびクロマトグラフ用活性炭素は、和光純薬工業より入手
した。
　上記以外の試薬は、市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレード
のものを用いた。
2．T14抗体固定化免疫吸着体の作製
　「第1節」に記載した方法に従って、作製した。
3．尿試料の調製
　TTXを含まない尿100　mlに0．1、0．2、0．5および1．0μgのTTX標準品
をそれぞれ添加した。室温下で1時間保持した後、尿試料からのTTXの精
製・検出に供した。
4．尿試料からのTTXの精製・検出
4－1．尿試料の濃縮
444．活性炭素充填カラムクロマトグラフィー
　100m1の尿試料を蒸留水で平衡化した活性炭素充填カラム（1．8×15　cm）
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に添加し、クロマトグラフィーを行なった。
44－2．カラムの洗浄および溶出
　1000mlの蒸留水でカラムを洗浄した後、1％酢酸を含む50％メタノー
ル溶液の200mlをカラムに流した。得られた溶出液を減圧濃縮し、残渣を
4mlのPBSに溶解した。
4－2．TTX－IACによる精製
4－24．免疫吸着体による濃縮尿中のTTXの吸着
　濃縮尿試料4mlをPBSで平衡化した免疫吸着体に室温下で1時間、繰り
返し吸着させた。
4－2－2，免疫吸着体の洗浄および溶出
　20mlのPBSおよび10　mlの蒸留水で免疫吸着体を洗浄した後、10　mlの
1％酢酸溶液で結合したTTXを溶出した。
4－3．：HPLCによるTTXの分析
　溶出液を減圧濃縮後、残渣を0．5mlの蒸留水に溶解し、含有するTTX量
をHP　LC（第1節に記載）により分析した。
結果および考察
1．尿からのTTX精製
　TTX標準品を添加した尿試料について、　HPLC分析に先だってTTX－IAC
による尿試料からのTTXの精製を実施した。
　その結果、尿試料中には、HPLCによるTTX分析を妨害する多くの爽雑
物質が含まれていたが（Fig．　III－1、　A）、TTx－IAcにより尿試料からTTx
を精製することにより、尿からTTXを単離できた（Fig．　III4、　B）。その
結果、尿試料に1ml当り2～10　ngの量で添加されたTTXをH：PLCで検出
することが可能となった（Table　III－2）。しかし、尿試料1ml当り1ngの
TTX添加では、検出できなかった。従って、尿中に含まれるTTXをTTX－IAC
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により精製した場合、HPLCによる尿中TTXの検出限界値は2ng／mlであ
ると推定された。
　一方、尿の濃縮に使用した活性炭クロマトグラフィーにおけるTTXの回
収率が約70％であり、TTX－IACにおけるTTXの回収率が80～88％である
ため（Table　m－1）、尿からのTTXの平均回収率は50～60％であった。
　以上、本節の結果から、TTX－IACは、尿試料から微量に含まれるTTXを
単離できる優れた精製法であり、尿試料中の微量のTTXをH：PLC分析する
際に有用であると考えられた。
64
言
星
ε
§
讐
ξ
A
B
C
一一へ’一～一
A
B
へ
㍉職唾1～・f一門’【r@一ゆ、一＿、嚇ノ・v、，r｝一’甲η～’｝ゆハ》肉馬會”「ぱ　’騨、「ψ㌧｝・
　C
　　0　　　　　5　　　　　10　　　　　15　　　　　20　　　　0　　　　　5　　　　　10　　　　　15　　　　　20
　　　　Retention　time（min）　　　Retention　time（min）
Fig．　III－1．　Control　urine　sample　without　TTX（right）and　the　urine
sample　of　poisoned　patients（ieft，　sample　No．12）．　HPLC　chromatograms　of
the　urine　samples（A），　TTX　preparations　isolated　by　TTX－IAC（B）and
TTX（（）．
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Table　HI－2．　Recovery　of　T「rX　added　to　control　urine　sample
Added　TTX
（μg／100ml）
Recovered　TTX＊ユ
　　（μg／！00rn　1）
Recovery，％
0 ND＊2
0．1 ND
02 0．1 50
0．5 0，3 60
1．0 0．5 50．
＊1Average（n＝2）．
＊2ND，　not　detected．
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第3節　実施例（フグ中毒患者尿からのテトロドトキシンの検出）
　本節では、尿試料からのTTXの精製にTTX－IACを使用した尿中TTXの
HP　LC分析の実施例として、1989年6月から2000年2月にかけて大阪府
で発生した7件のフグ中毒事件の患者7名から採取した計13検体の尿試料
について、TTXを分析した。
実験材料および方法
1．T14抗体固定化免疫吸着体の作製
　「第1節」に記載した方法に従って、作製した。
2．尿試料
　1989年6月から2000年2月にかけて大阪府で発生した7件のフグ中毒
事件の患者7名から採取した計13検体の尿試料を使用した。
3，尿試料からのTTXの精製・検出
　「第2節」に記載した方法に従って、実施した。
4．検出結果の確認
　TTX－IACにより尿試料から単離された物質がTTXであるかどうかを
HP　LCの他にT1－1抗体を用いた中和試験でも確認した。
　即ち、TTX－IACにより各項試料から単離されたTTXを、　HPLCによる定
量結果に従ってPBSで1．0μg　TTX／m1の濃度に調整した。次いで、　T1－1抗
体溶液（0．5mg／mlの濃度でPBSに溶解）あるいはPBSと等量混合し37。C
下で1時間静置した。反応終了後、各々その1ml（H：PLC分析で、体重20　g
のddYマウスに接種後7分で死亡させるTTX毒量を含む）つつを体重209
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の2匹のddYマウスの腹腔内に接種し、1時間マウスの生死を観察した。
結果および考察
1．フグ中毒患者尿からのTTXの検出
　7名のフグ中毒患者から採取した計13検体の尿試料（No．1～13）につい
て、TTX－IACで試料中のTTXを精製後、　H：PLCによりTTXを分析した。
　その結果、全てのフグ中毒患者の尿から1ml当り6～102　ngの微量のTTX
を検出した（Table　III－3）。更に、本実施例では、　TTXの摂食から1週間
を経過した患者の尿からもTTXが検出されたので、事件発生から長期間を
経過後の尿から、TTXを検出できる可能性があることが判明した。
　TTXのナトリウムチャンネルに対する結合は可逆的であり、イセエビか
らとりだした神経一筋標本を用いた実験では、リンゲル液の洗浄によって標
本に結合したTTXは簡単に除去される2）。そこで、　TTX食中毒の急性期の
患者に対しては、輸液と利尿剤を大量に投与して、ナトリウムチャンネルに
結合したTTXを速やかに除去し尿中に排泄させることを行なう。従って、
本実施例においても、中毒事件発生直後の急性期の患者の尿からは大量の
TTXが検出されたが、その量は数日で大きく減少したことから、体内から
TTXが速やかに除去されることが確認された。一方、回復期に入った患者
の尿から比較的長期に渡って微量のTTXが検出されたことについては、人
体に影響のない僅かに体内に残ったTTXは、輸液や利尿剤を投与しなけれ
ば、徐々に尿中に排泄されると推測された。
　次いで、以上の検出結果を、T14抗体を用いた中和試験により確認した
（Table　IIL4）　o
　その結果、No．1、2、4、8、9および13については、　PBSとの混合液を
接種したマウスは、全てTTX特有の神経症状を示して死亡し、その致死活
性は抗TTX抗体により完全に中和された。従って、　TTX－IACにより尿試料
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から単離された物質はTTXであることが確認された。一方、その他の検体
（No．3、5、6、7、10、11および12）については、　TTX－IACにより単離
されたTTX量が非常に微量であったので中和試験に供することが出来なか
った。
　以⊥、本節の結果から、尿試料からのTTXの精製にTTX－IACを使用し
た尿中TTXのHPLC分析は、フグ中毒患者の尿中に含まれる微量のTTX
を分析するのに有用であることが実証された。
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Table　IH－3．　Determi：nation
combi遡ed　wi施TTX－IAC
of　TTX　from　the瓢ine　samples　of　poisoned　patients　by　HPLC
Date　of　poisoning Sample　No Date　of　coUection Detection　of　TTX Quan轍y　of　TTX（μg）＊1
Jun．　1989
　　，
Ju1．29，！993
Ja簸．16，1994
Dec。10，1995
Jan。8，！996
Apr．23，1996
Feb．22，2000
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
Jun．，！989
Ju1．30，1993
Aug．4
Jan．17　！994
　　　　，
Jan．2！
Dec．1！，！995
Dec．！3
Jan。9，1996
Apr．24，1996
Apr．28
Apr．29
Apr．30
Feb．23
十＊2
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
8．6＊3
9．6
0．6
82
！．7
0．8
0．6
！0．2
7．4
1。3
0．6
0．7
5．8
＊1Da定a　represent　tαa丑quantity　of　TTX　detected　from　100ml　of　the　urine　sample．
＊2＋，P・sitive．
＊3Average（n＝2）．
Table　m－4。　Identification　of　TTX　detected　from　urine　samples　of
poisolled　patients　by　neutralization　test＊1
SamPIe　No，
T1－！antibody　solution PBS
surviva1／tota1 surviva1／tota1
1
2
4
8
9
！3
2／2
2／2
2／2
2／2
2／2
2／2
0／2
0／2
0／2
0／2
0／2
0／2
＊ユ@TTX　isolated　from　the　urille　samples　by　TTX－IAC　was　diluted　重。　a
concelltration　that　was　equivalent　to　1。0μg　of　TTX／mL　To　1．5　ml　of　this　solution，
an　equal　volume　of　T1－1　antibody　solution（0．5　mg／ml）or　PBS　was　added　and
incubated　for！　hr　at　370C，　One　milliliter　of　either　of　the　mixtures　was
administered　intraperitoneally　to　two　male　ddY　mice　weighing　20　g．　The　lethality
was　observed　for　l　hrafter　admillistration．
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第4節　要　約
1．T14抗体を固定化した免疫吸着体を使ってIACによるTTX精製法
（TTX－IAC）を構築し、そのTTX精製能力について考察した。その結果、
TTX－IACによって尿試料からTTXを単離することが可能であると考えられ
た。
2．TTX－IACによって尿試料からTTXを単離することが可能であることを
実証するために、TTXを添加した尿試料について、　TTX－IACによるTTX
の精製を実施し、その有用性を検討した。その結果、本法により尿試料から
TTXを単離することに成功し、尿試料に含まれる微量のTTXをHPLCによ
り検出することが可能となった。そして、その検出限界値は、2ng／mlであ
ると推定された。従って、本法は尿試料から微量に含まれるTTXを単離で
きる優れた精製法であり、尿試料中の微量のTTXをHPLC分析する際に有
用であると考えられた。
3．尿試料からのTTXの精製にTTX－IACを使用した尿中TTXのHPLC分
析の実施例として、大阪府で発生した7件のフグ中毒事件の患者7名から
採取した計13検体の尿試料について、TTXを分析した。その結果、全ての
フグ中毒患者の尿から1ml当り6～102　ngの微量のTTXを検出すること
に成功した。従って、尿試料からのTTXの精製にTTX－IACを使用した尿
中TTXのHPLC分析は、フグ中毒患者の尿中に含まれる微量のTTXを検
出するのに有用であることが実証された。
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第4章　モノクローナル抗ドウモイ酸抗体の作製
　現在、二枚貝等に含まれるDAの分析は、主としてHP　LC21・22）により行
われている。しかし、DAのHPLC分析は、分析に先だって試料の煩雑な精
製操作が必要であるため、特に多数の検体を迅速に分析する必要がある国産
貝類におけるDAのマススクリーニングには不適当である。更に、DAのH：PLC
分析では、試料に爽雑するトリプトファンの影響により分析結果に誤差が生
じる場合がある上に18）、その検出感度は国産貝類に含まれる微量のDAの
検出には不十分である。従って、HPLCは、国産貝類におけるDAの汚染実
態を解明するのに有用な分析法とは言えない。
　一方、ELISAは、抗原抗体反応と酵素反応を組み合わせた非常に特異性
の高い鋭敏な分析系であるため、検体の煩雑な前処理を必要とせず、迅速、
簡便、高感度な多検体同時分析が可能である30）。従って、幾つかのマリン
トキシンについて、そのマススクリーニング法としてELISAが開発されて
いる3740）。そこで、DAのマススクリーニング法としてELISAを開発する
ことができれば、国産貝類におけるDAの汚染実態の解明に有用な方法にな
ると考えられる。
　DAのELISAを開発するためには、　TTX．ELISAの場合と同様に、　DAに
対して特異性の高い抗体を作製することが必要となる。しかし、DAは、　TTX
と同様に、ハプテンであるので、免疫原性を持たないため、単独で免疫して
も特異抗体を得ることはできない。
　本章では、これらの点に留意して、DAのELISA分析系の開発に有用と
なるモノクローナル抗DA抗体の作製を検討した。
　最初に、第1節では、DAをBSA、　OVAおよびヒトγグロブリン（human
gamma　globulinerum、　HGG）にそれぞれ結合させ、3種類のDA一タンパク質
複合体を作製した。そして、これらの複合体をマウスに免疫することにより
抗DA抗体産生マウスの作出を試みた。
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　次いで、第2節では、作出した抗DA抗体産生マウスの脾臓細胞をマウ
スミエローマ細胞と細胞融合し、得られたハイブリドーマ細胞集団の中から
DAに対するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞株を樹立す
ることを試みた。
　最後に、第3節では、樹立したハイブリドーマ細胞株が産生するモノク
ローナル抗DA抗体の特異性を検討し、　DAのELISA分析系の開発に有用で
あるかどうかを考察した。
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第1節　抗ドウモイ酸抗体産生マウスの作出
　ハプテンであるDA（Fig．　Iv4）は、　TTxと同様に、単独では免疫原性を
持たないが、免疫原性を持つ高分子物質であるタンパク質と結合させると免
疫原性を持つようになる。
　そこで、本節では、活性化エステル法を使ってDAのカルボキシル基を3
種類のタンパク質（BSA、　OVAおよびHGG）のαおよびε一アミノ基にそれ
ぞれ結合させることによりDAに免疫原性を付加した。そして、得られた3
種類の複合体を複数のマウスにそれぞれ免疫し、マウスミエローマ細胞との
細胞融合に供する脾臓細胞のドナーとなる抗DA抗体産生マウスの作出を試
みた。
実験材料および方法
1．試薬
　DA標準品は和光純薬工業より入手した。　BSA　OVAおよびHGGはSigma
Chemical　Co．（St．　Louis，　MO．　U．SA）製、：No．　A－6003、　A－5503および：No．
G－4386を用いた。ゲル濾過用PD40カラムはAmersham　Pharmacia　Biotech
製、Code　17－0851－01を用いた。　F　CAおよびFICAは和光純薬工業製、　No．
014－09541および011－09551を用いた。POD標識抗マウスIgG抗体（Fab
speclfic）はSigma製、　No．　A－2304を用いた。ウマ血清は、　Gibco　BRL製、
No．16050422、を用いた。
　その他の試薬は市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレードのも
のを用いた。
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Fig．夏V4．　Structures　of　DA　and　isodomoic　acids　A，　B，　E，　F，　G　and　H。
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Fig．　IV－2．　Scheme　for　preparation　of　DA－protein　cor巾gate．
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2．DA汐ンパク質複合体の作製
　免疫用抗原および分析用抗原であるDA－BSA、　DA－OVAおよびDA－HGG
の各複合体は、カルボジイミドとスクシミドを用いる活性化エステル法47）
を一部改良して作製した（Fig．　IV－2）。
2－1．DAのカルボキシル基の活性化エステル化
　DA　3　mg、　N一ヒドロキシスクシミド（N－hydroxysuccinimude）0．9　mgおよ
び1一エチルー3一（一3一ジメチルアミノプロピル）カルポジイミド塩酸塩（1－
ethyl－3一（3－dimethylamhlopropy）carbodiimide　hydrochloride）1．5　mgを240μ1
のジメチルスルポキシド（dimethyl　sulfoxide）に溶解し、250C下で1．5時
間反応させた。
2－2．活性化エステル化DAとタンパク質の結合
　BSA、　OVAおよびHGGのそれぞれ5．O　mgを塩化ナトリウムを0．06M含
む0，085Mホウ酸緩衝液、　pH8．2の250μ1にそれぞれ溶解した。次いで、
それぞれのタンパク質溶液に上記反応液を80μ1ずつ加え、25℃下で更に15
時間反応させた。
2－3．DA一タンパク質複合体の精製
　反応終了後、PBSで平衡化したPD－10カラムでゲル濾過を行い未反応試
薬を除去した。得られた精製DABSA、　DA－OVAおよびDA－HIGG複合体は
使用時まで、一300C下に保存した。
3．マウスの免疫（抗DA抗体産生マウスの作出）
　各DA一タンパク質複合体溶液（DA－BSA、　DA－OVAおよびDA－HGG：2．O
mg／mDと等量のFCAを十分に混合し、各々5匹のBalb／cマウス（SPF、
7週齢、雌）の腹腔内に！00μ1ずつ接種して初回免疫を行った。3、5、7
および9週間後、初回免疫と同量のTTX－BSA複合体溶液とFICAを等量混
合したものを腹腔内に追加免疫した。更に2週間後、同様に追加免疫を行
うとともに、それぞれのマウスの眼底静脈から採血し、各抗血清のDA汐ン
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バク質複合体に対する結合能（抗体価）をELISA（後述）により、単独のDA
に対する結合能をcompetitive　inhibition　ELISA（後述）によりそれぞれ分析
した。その結果、単独のDAに対して優れた結合能を示したマウスを抗DA
抗体産生マウスとし、最終免疫として300μ1のDA一タンパク質複合体溶液
（0．5mg／ml）を腹腔内注射した。
4．免疫マウス抗血清のDA一タンパク質複合体に対する結合能分析
　各抗血清のDA一タンパク質複合体に対する結合能（抗体価）は、　ELISAに
より分析した。
4－1，DA一タンパク質複合体の固相化
　ELISA用96ウエルマイクロプレートの各ウエルにDA一タンパク質複合体
溶液（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6に1μg／m1の濃度で溶解）を100μ1／ウエ
ルずつ分注した。4℃下で一夜静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して
固相化されたDA一タンパク質複合体以外を除去した。
　なお、固相化するDA一タンパク質複合体は、免疫抗原とは異なる複合体を
使用した。つまり、免疫抗原がDABSA複合体の場合はDA－OVA複合体を、
免疫抗原がDA－OVAおよびDA－HGG複合体の場合はDA－BSA複合体を固相
化した。
4－2．プロヅキング
　DA一タンパク質複合体が固相化された各ウエルに20％ウマ血清を含む
PBS溶液を200トd／ウエルずつ分注した。室温下で1時間静置した後、各ウ
エルをTween－PBSで3回洗浄した。
牛3．抗血清と固相化DA汐ンパク質複合体の結合反応
　各抗血清を10％ウマ血清を含むTween－PBSで1000～51200倍まで2倍
階段希釈した。次いで、その各希釈液をDA汐ンパク質複合体が固相化され
た各ウエルに100μ1／ウエルずつ添加した。室温下で1時間静置した後、各
ウエルをTween．PBSで4回洗浄することによって固相化DA一タンパク質複
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合体に結合した抗体以外を除去した。
4－4．固相化DA一タンパク質複合体に結合したマウス抗体とPOD標識抗マ
ウス抗体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTween－PBSで1：1000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄して、
未結合の標識抗体を除去した。
牛5．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質である3，3’，5，5’一テトラメチルベンチジン
（3，3’，5，5’一tetramethylbenzidhle、　TMBZ）および過酸化水素水（H202）をそ
れぞれ0．01％および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／
ウエルずつ分注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸
溶液を100μ1／ウエルずつ分注して酵素反応を停止した。
4－6．吸光度の測定
　酵素反応により発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー
（波長450nm）により測定した。
4－7，結合能の判定
　各ウエルの吸光度は、固相化DA汐ンパク質複合体と結合した各抗血清希
釈液中の抗体量に比例する。従って、各抗血清の固相化DA一タンパク質複合
体に対する結合能（抗体価）は、吸光度が0．1以上となる各抗血清の最高希
釈倍数を比較することにより検討した。
5．免疫マウス抗血清の単独のDAに対する結合能分析
　各抗血清の単独のDAに対する結合能は、　competitive　inhibition　ELISAに
より分析した。
5－1．DA一タンパク質複合体の固相化
　ELISA用96ウエルマイクロプレートの各ウエルにDA一タンパク質複合体
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溶液（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6に1μg／mlの濃度で溶解）を100μ1／ウエ
ルずつ分注した。4℃下で一夜静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して
固相化されたDA一タンパク質複合体以外を除去した。
　なお、固相化するDA汐ンパク質複合体は、免疫抗原とは異なる複合体を
使用した。つまり、免疫抗原がDA・BSA複合体の場合はDA－OVA複合体を、
免疫抗原がDA－OVAおよびDA－HGG複合体の場合はDA－BSA複合体を固相
化した。
5－2．抗血清と固相化DA一タンパク質複合体の結合反応に対するDAの競合
的阻害
　DA標準原液をPBSで希釈して、1、10、100、1000　ng／mlの標準列を作
製した。次いで、この標準列あるいはPBSをDA．タンパク質複合体が固相
化された各ウエルに50μ1／ウエルずつ添加した。続いて、同じウエルに各
抗血清の希釈液（PBSを添加したウエルの発色吸光度が約1．0になる濃度に
PBSで希釈したもの）を50μ1／ウエルずつ添加し、各ウエルを十分に混合
した。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄する
ことによって固相化DA一タンパク質複合体に結合した抗体以外を除去した。
5－3．固相化DA一タンパク質複合体に結合したマウス抗体とPOD標識抗マ
ウス抗体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTwee11－PBSで1：1000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄して未
結合の標識抗体を除去した。
5－4．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH：202をそれぞれ0．01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／ウエルずつ分
注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／
ウエルずつ分注して発色反応を停止した。
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5－5．吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450nm）
により測定した。
5－6．結合能の判定
　得られた吸光度から、DA標準列を添加した各ウエルにおける各抗血清と
固相化TTX－OVA複合体の結合率（％）を次式により算出した。
DA標準列を添加したウエルの吸光度
結合率（％）＝ ×100
PBSを添加したウエルの吸光度
　次いで、各抗血清のDA標準曲線を、標準列を添加した各ウエルにおける
各抗血清の結合率を縦軸、標準列の濃度を横軸にとって作成した。
　最後に、得られた各標準曲線から、各抗血清と固相化DA一タンパク質複合
体の結合を50％阻害する各DA濃度を算出し、それぞれを比較することに
より各抗血清の単独のDAに対する結合能を検討した（各抗血清の単独のDA
に対する結合能は、50％阻害するDA濃度に反比例する）。
結果および考察
1．DA汐ンパク質複合体
　DA（Fig．　Iv－1）はカルボキシル基を有するため、これとタンパク質のα
およびε一アミノ基を結合させることにより複合体を作製した。そのカヅプ
リング反応としては、カルポジイミドを用いてカルボキシル基とタンパク質
のαおよびε一アミノ基を直接結合させる方法48）とカルポジイミドとスクシ
ンミドの両方を用いてカルボキシル基を活性化エステル化した後、これとタ
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ンパク質のαおよびε一アミノ基を結合させる活性化エステル化法がある。
しかし、前者では反応効率が低い．ヒに抗カルポジイミド抗体の産生が起こる
ため、今回の実験では後者を採用した。そして、活性化エステル化法を用い
る場合、DAにはカルボキシル基が3つ存在するので、そのエステル化によ
るDAの化学構造の変化を最小限に抑えるために、その中の1つのみがエス
テル化されるように工夫する必要がある。そこで、本節ではDAおよび反応
試薬（カルポジイミドおよびN一ヒドロキシスクシミド）を各々モル比で1：
1：1の割合で混合し反応させることにより、1つのカルボキシル基のみが
エステル化されるように工夫した。
2．マウスの免疫（抗DA抗体産生マウスの作出）
　5回免疫後、各免疫マウスに産生した抗DA抗体量を調べるために、眼底
静脈よりそれぞれ試験採血を行い、各抗血清のDA汐ンパク質複合体に対す
る結合能（抗体価）をELISAにより分析した（Table　IV4）。
　その結果、DA－BSA複合体免疫マウスの2匹（No．2、4）、DA－OVA複合
体免疫マウスの2匹（No．7、10）およびDA－HGG複合体免疫マウスの2匹
（No．12、13）の計6匹の抗血清がDA一タンパク質複合体に対して高い結
合能を示した。
　そこで、これら6匹の抗血清の単独のDAに対する結合能を調べるために、
competitive　inhibition　ELISAを用いて各抗血清のDA標準曲線を作成した
（Fig．　lv－3）。そして、得られた各DA標準曲線から、各抗血清と固相化DA一
タンパク質複合体の結合を50％阻害する各DA濃度を算出した。
　その結果、No．2、4、7、10、12および13と固相化DA一タンパク質複合
体の結合を50％阻害する各DA濃度は、それぞれ約19、7、500、220、890
および260ng／mlと算出された。従って、　No．2および4の抗血清が単独の
DAに対して優れた結合能を持つと考えられた。そこで、　No．2および4（共
にDA－BSA複合体免疫マウス）を抗DA抗体産生マウスとして、最終免疫
　　　　　　　　　　　　　　　　　83
を実施した後、その脾臓細胞をマウスミエローマ細胞との細胞融合に供した。
　DAのように単独では抗原性を持たないハプテンに対する抗体を作製する
ためには、これをタンパク質と結合させて免疫原性を付加させる必要がある。
その際、結合させるタンパク質の違いにより産生される抗体のハプテンに対
する結合能に優劣が生じることが報告されている39）。そこで、本節では、
DAを3種類のタンパク質（BSA、　OVA、　HGG）に結合させて複合体を作製
し、その各々をマウスに免疫した。
　その結果、DAの場合においても、結合させたタンパク質の違いにより産
生された抗体の単独のDAに対する結合能は大きく異なり、　DA－BSA複合
体で免疫したマウス（No．2および4）の抗体が単独のDAに対して最も優
れた結合能を示した。以上の結果から、DAに免疫原性を付加させる際は、
BSAと結合させるのが最も有効であると考えられた。
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Table　IV－1。　Titers　of　antisera　from　the　imrnunized　mice　by　ELISA
Injected　imlnunogen Mouse　No。 Titer　of　antiserum＊1
DA－BSA
1
2
3
4
5
1：2000
1132000
112000
！：16000
1：2000
DA－OVA
6
7
8
9
10
1：2000
1：16000
！：100
11100
1：32000
DA－HGG
1！
！2
13
！4
15
1：8000
1：32000
1：16000
1：8000
1：8000
＊1The　titerations　by　ELISA　were　performed　for　the　serum　of　mice　after　4th
booster．
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Fig・IV－3・Inhibition　curves　of　binding　of　each　antiserum（No．2，4，7，10，12　and　1
3）with　the　solid－phase　alltigen　by　DA　in　competitive　inhibition　EL豆SA．
○，No．2；㊧，　No．4；△，　No．7；△No．10；騒，　No．12；□，　No．13．　The　DA　solutions　at
1，10，100and　1000　ng／ml　were　used　in　tlle　assays；the　absorbance　value　for
PBS　without　DA　was　taken　as　100％of　billding．　Each　point　represents　the　mean
value　of　duplicate　assays；the　standard　deviation　from　the　mean　value　of　each
point　was　withi11±5％．
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第2節　抗体産生ハイブリドーマ細胞株の樹立
　本節では、前節で作出した抗DA抗体産生マウス（DA－BSA複合体免疫マ
ウス）の脾臓に無数に存在する抗休産生細胞を無限の増殖能を持ったマウス
ミエローマ細胞と細胞融合させることにより、抗体産生能と無限の増殖能を
持つハイブリドーマ細胞集団を作出した。そして、このハイブリドーマ細胞
集団の中からDAに対するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細
胞株の樹立を試みた。
実験材料および方法
1．試薬
　DA標準品は和光純薬工業より入手した。　PEG　4000はMerck　KGaA製、
No．9727（gas　chromatography用）を用いた。　IMDM培地、　FCS、ウマ血清、
HAT、　HT、インシュリンおよびトランスフェリンは、　Gibco　BRL製、　No．
12200－036＼　董6000－044、　16050－122、31062－011、　11067－030、　13007－018
および13008－016を用いた。マウスリンパ球比重分離液は、日本抗体研究
所製、M－SMFを用いた。　POD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）はSigma
製、No．　A．2304を用いた。
　その他の試薬は市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレードのも
のを用いた。
2．細胞融合および抗体産生ハイブリドーマ細胞株の樹立
2－1，細胞融合
　　最終免疫から4日後、抗DA抗体産生マウスから脾臓を摘出し、脾細胞
を回収した。得られた脾細胞から、マウスリンパ球比重分離液を使ってリン
パ球のみを調製した後、KoehlerとMilsteinの方法32）に準じてマウスミエ
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ローマ細胞P3－X63－Ag8．U1と細胞融合を行った。
　即ち、脾細胞から調製したリンパ球（2．3×108個）とP3－X63－Ag8．U1細
胞を10：1の比率で混合し、これに、予め370Cに保温しておいた40％PEG
4000溶液1mlを加え、1分間撹絆し細胞融合した。その後2mlのIMDM
培地を2分間かけて細胞を撹絆しながら加えた。次いで、20％FCSを含む
IMDM培地の5mlを3分間かけて加えて細胞融合反応を停止させた後、1000
rpmで5分間遠心分離し、細胞を回収した。
2－2。抗TTX抗体産生ハイブリドーマ細胞の樹立
　回収した細胞をHT培地に脾細胞が3．3×106個／rnlとなるように懸濁し、
96ウエル細胞培養用プレートに100μ1／ウエル（3．3×105個／ウエル）ずつ
分注した。370C、5％CO2、加湿条件下で1日培養した後、　HAT培地を100μ1／
ウエルずつ加えた。更に10日間培養を継続した後、ハイブリドーマの増殖
が認められたウエルの培養上清について、ELISA（後述）によりDA－OVA
複合体に対する結合能を、competitive　inhibition　ELISA（後述）により単独
のDAに対する結合能をそれぞれ分析した。その結果、　DAに対する抗体の
産生が確認されたウエル内のハイブリドーマ細胞について、HT培地による
限界希釈法で3回クローニングを行い、モノクローナル抗DA抗体を産生す
るハイブリドーマ細胞株を樹立した。
3，培養上清のDA－OVA複合体に対する結合能分析
　各培養上清のDA－OVA複合体に対する結合能は、　ELISAにより分析した。
3－1．DA－OVA複合体の固相化
　ELISA用96ウエルマイクロプレートの各ウエルにDA－OVA複合体溶液
（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6に1μg／mlの濃度で溶解）を100μ1／ウエルず
つ分注した。4℃下で一夜静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して固相
化されたDA－OVA複合体以外を除去した。
3－2．ブロッキング
　　　　　　　　　　　　　　　　　88
　DA－OVA複合体が固相化された各ウエルに20％ウマ血清を含むPBS溶
液を200μ1／ウエルずつ分注した。室温下で1時間静置した後、各ウエルを
Tween－PBSで3回洗浄した。
3－3．培養上清と固相化DA－OVA複合体の結合反応
　10％ウマ血清を含むTween－PBSで5倍に希釈した各培養上清をDA－OVA
複合体が固相化された各ウエルに100μ1／ウエルずつ添加した。室温下で1
時間静置した後、各ウエルをTwee11－PBSで4回洗浄することによって固相
化DA－OVA複合体に結合した抗体以外を除去した。
3－4．固相化DA－OVA複合体に結合したマウス抗体とPOD標識抗マウス抗
体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTween－PBSで1：1000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄して未
結合の標識抗体を除去した。
3－5．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH202をそれぞれ0．01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100レd／ウエルずつ分
注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／
ウエルずつ分注して発色反応を停止した。
3－6．吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450nm）
により測定した。
3－7．結合能の判定
　各ウエルの吸光度は、固相化DA－OVA複合体に結合した各培養上清中の
抗体量に比例する。従って、各培養上清の固相化DA－OVA複合体に対する
結合能は、培養上清を添加した各ウエルの吸光度を比較することにより検討
した。
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4．培養上清の単独のDAに対する結合能分析
　各培養上清の単独のDAに対する結合能は、　competitive　inhibition　ELISA
により分析した。
4－1．DA－OVA複合体の固相化
　96ウエルマイクロプレートの各ウエルにDA－OVA複合体溶液（0．05M炭
酸緩衝液、pH9．6に1μg／mlの濃度で溶解）を100μ1／ウエルずつ分注した。
40C下で一夜静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して固相化されたDA－
OVA複合体以外を除去した。
4－2．培養上清と固相化DA－OVA複合体の結合反応に対するDAの競合的阻
害
　DA標準原液をPBSで希釈して、10　ng／mlのDA標準溶液を調製した。
次いで、この標準溶液あるいはPBSをDA－OVA複合体が固相化された各ウ
エルに50μ1／ウエルずつ添加した。続いて、同じウエルに各培養上清の希
釈液（PBSを添加したウエルの発色吸光度が約1．0になる濃度にPBSで希
釈したもの）を50μレウエルずつ添加し、各ウエルを十分に混合した。室
温下で！時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄することによ
って固相化DA－OVA複合体に結合した抗体以外を除去した。
4－3．固相化TTX－OVA複合体に結合したマウス抗体とPOD標識抗マウス
抗体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTween－PBSで1：1000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTwee11－PBSで4回洗浄して未
結合の標識抗体を除去した。
4－4．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH202をそれぞれ0．01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、、pH5．5を100μ1／ウエルずつ分
注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／
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ウエルずつ分注して発色反応を停止した。
4－5，吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450mn）
により測定した。
4－6．結合能の判定
　得られた吸光度から、10ng／mlのDA標準溶液を添加した各ウエルにお
ける各培養上清と固相化DA－OVA複合体の結合率（％）を次式により算出
した。
DA標準溶液を添加したウエルの吸光度
結合率（％）＝ ×100
PBSを添加したウエルの吸光度
　各培養上清の単独のDAに対する結合能は、各培養上清の結合率を比較す
ることにより検討した（培養上清の単独のDAに対する結合能は、固相化
DA－OVA複合体との結合率に反比例する）。
結果および考察
1．細胞融合および抗体産生ハイブリドーマ細胞株の樹立
14．細胞融合
　HAT培地による10日間の選択培養の後、全600ウエルにハイブリドー
マ細胞の増殖が認められた。
1－2．抗体産生ハイブリドーマ細胞株の樹立
　ハイブリドーマ細胞の増殖が認められた全600ウエルについて、培養上
清をそれぞれ採取し、ELISAによりDA－OVA複合体に対する結合能を、
competitive　inhibition　ELISAにより単独のTTXに対する結合能をそれぞれ
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分析した。
　その結果、4ウエル（0．7％）の培養上清がDA－OVA複合体に対して結合
能を示したが、単独のDAに対する結合能は、そのうち！ウエルの培養上清
のみが示した。そこで、そのウエル内のハイブリドーマ細胞を限界稀釈法に
よりクローニングし、モノクローナル抗DA抗体を産生する安定なハイブリ
ドーマ細胞DA－3株を樹立した。
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第3節　抗体の特異性の検討
　DAには9種類の異性体（C5’diastereomer、isodomoic　acid　A、　B、　C、　D、
E、F、　GおよびH）の存在が知られており4952）、それらの中には魚介類中
でDAと共存しているものもある。従って、魚介類中のDA含有量をELISA
で正確に分析するためには、使用するDA－3抗体がそれらの共存異陛体に対
して交叉反応しないことが不可欠である。一方、興奮性アミノ酸にはDA以
外にも多くの種類が存在しているが、中でもDAと生物学的活性および化学
構造が類似しているkainic　acid、　L－glutamic　acidおよびL－asparatic　acidが
試料に共存していた場合、ELISAによるDAの分析に影響を及ぼす可能性が
ある。
　そこで、本節では、前節で樹立したハイブリドーマ細胞DA－3株が産生す
るモノクローナル抗DA抗体（DA－3抗体）について、　DA異性体や他の興
奮性アミノ酸に対する交叉反応性を分析し、本抗体がDAのELISA分析系
の開発に有用であるかどうかを検討した。
実験材料および方法
1．試薬
　DA標準品は和光純薬工業より入手した。DAの異性体であるisodomoic　acid
A、B、　E、　F、　G及Hは、鹿児島大学水産学部の荒川修博士（現長崎大学水
産学部助教授）の御好意により分与されたものを用いた。ウマ血清はGibco
BRL製、　No．16050422を用いた。POD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）
はSigma製、　No．　A－2304を用いた。
　その他の試薬は市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレードのも
のを用いた。
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2．DA－3抗体の大量調製および精製
2－1．抗体の大量調製
　樹立したハイブリドーマ細胞DA－3株の懸濁液（細胞濃度1．6×107／ml）
をプリスタン処理した10匹のBalb／cマウス（SPF、10週齢、雄）の腹腔
内にそれぞれ1ml接種した。10日後、それぞれのマウスからDA－3抗体を
大量に含んだ腹水を回収し、精製に供した。
2－2．抗体の精製
　腹水からのDA－3抗体の精製は、　T　1－1抗体と同様の方法（第1章、第3
節に記載）で実施した。
3．抗体のアイソタイプの同定法
　DA－3抗体のサブクラスおよび軽鎖タイプの同定は、　T　1－1抗体と同様の方
法（第1章、第3節に記載）で実施した。
4．抗体の交叉反応性の分析
　DA－3抗体について、6種類のDA異性体（isodomoic　acid　A、　B、　E、　F、
GおよびH）および3種類の興奮性アミノ酸（kainic　acid、　L－glutamic　acid
およびL－asparatic　acid）に対する交叉反応性をcompetitive　illhibition　ELISA
により分析した。
4－1．DA－OVA複合体の固相化
　96ウエルマイクロプレートの各ウエルにDA－OVA複合体溶液（0．05M炭
酸緩衝液、pH9．6に1μ9／mlの濃度で溶解）を100μ1／ウエルずつ分注した・
40C下で一夜静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して固相化されたDA－
OVA複合体以外を除去した。
4－2．DA－3抗体と固相化DA－OVA複合体の結合反応に対する各アミノ酸の
競合的阻害
　各アミノ酸（DA、　lsodomoic　acid　A、　B、　E、　F、　G、　H、　kainic　acid、　L－glutamic
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acidおよびL－asparatic　acid）の標準原液をPIBSで希釈して、0．0001、0．001、
0．Ol、0．1、1、10、100μg／mlの標準列をそれぞれ作製した。次いで、こ
れらの各標準列あるいはPBSをDA－OVA複合体が固相化された各ウエルに
50μ1／ウエルずつ添加した。続いて、同じウエルにDA－3抗体溶液（PBSで
0．08μg／mlの濃度に調製したもの）を50μ1／ウエルずつ添加し、各ウエル
を十分に混合した。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで
4回洗浄することによって固相化DA－OVA複合体に結合した抗体以外を除
去した。
4－3．固相化DA－OVA複合体に結合したDA－3抗体とPOD標識抗マウス抗
体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTween－PBSで1：1000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄して未
結合の標識抗体を除去した。
4－4．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH202をそれぞれ0．01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／ウエルずつ分
注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／
ウエルずつ分注して発色反応を停止した。
4－5．吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450nm）
により測定した。
4－6．交叉反応性の判定
　得られた吸光度から、各アミノ酸の標準列を添加した各ウエルにおける
DA－3抗体と固相化DA－OVA複合体の結合率（％）を次式により算出した。
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各アミノ酸の標準列を添加した各ウエルの
吸光度
結合率（％）＝ ×100
PBSを添加したウエルの吸光度
　次いで、各アミノ酸の標準曲線を、各アミノ酸標準列を添加した各ウエ
ルにおける結合率を縦軸、各アミノ酸標準列の濃度を横軸にとって作成した。
　最後に、得られた標準曲線からDA－3抗体と固相化DA－OVA複合体の結
合を50％阻害する各アミノ酸の濃度を算出し、それらを比較することによ
りDA－3抗体の交叉反応性を考察した。そして、　DA－3抗体の各アミノ酸に
対する交叉反応率（％）を次式により算出した。
50％阻害するDA濃度
交叉反応率（％）＝ ×100
50％阻害する各アミノ酸濃度
結果および考察
1．抗体のアイソタイプ
　DA－3抗体のサブクラスおよび軽鎖のタイプをモノクローナル抗体アイソ
タイピングキヅトにより同定した結果、サブクラスがIgG1、軽鎖のタイプ
がんであった。
2．抗体の交叉反応性
　DA－3抗体について、6種類のDA異性体（isodomoic　acid　A、　B、　E、　F、
GおよびH）および3種類の興奮性アミノ酸（kainic　acid、　L－glutamic　acid
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およびL－asparatic　acid）に対する交叉反応性を検討した。　DA－3抗体の交叉
反応性は、competitive　inhibition　ELISAにおいてDA－3抗体と固相化DA－OVA
複合体の結合を50％阻害するDA、各DA異性体、　kainic　acid、L－glutamic　acid
およびL－asparatic　acidの濃度を比較することにより考察した（Table　IV－2）。
　その結果、DA－3抗体は、　DAに対する特異性が高く、5種i類のDA異性体
（isodomoic　acid　B、　E、　F、　GおよびH）に対しては、有意な交叉反応性を
示さないことが明かとなった（交叉反応率：＜1．4％）。一方、唯一DA－3抗
体が交叉反応性を示したisodomoic　acid　A（交叉反応率：71．4％）について
は、本異性体は紅藻類ハナヤナギ（C1τoη4ア如αr1η飢α）に特異的なものであ
り魚介類からは検出されたことはないので49）、この交叉反応性がELISAに
よる魚介類中のDAの分析に影響を及ぼす可能性はないと考えられる。また、
DA－3抗体はkainic　acid、　Lglutamic　acidおよびL－asparadc　acidに対しては
有意な交叉反応性は示さなかった（交叉反応率：＜0．2％）。従って、これ
らのアミノ酸が魚介類中に共存していてもELISAによるDAの分析に影響
を及ぼすことはないと考えられた。
　本節では、3種類のDA異性体（C5’diastereomer、　isodomoic　acid　Cおよ
びD）については、DA－3抗体との交叉反応性を検討しなかった。しかし、
それらの中では、C5’diastereomerおよびisodomoic　acid　Dが魚介類中でDA
と共存している場合があるが、その量はDAと比較して非常に微量であり50’
51）、また毒性も低い53）。一方、isodomoic　acid　Cは、　isodomoic　acid　Aと同
様に紅藻類ハナヤナギに特異的であり魚介類からは検出されたことはない
49）。従って、DA－3抗体のC5’diastereomer、　isodomoic　acid　CおよびDに
対する交叉反応の有無が、ELISAによる魚介類中のDAの分析に影響を及ぼ
す可能性は小さいと考えられる。
　以上、本節の結果から、DA－3抗体はDAに対する特異性が高く、魚介
直中のDAのみを選択的に分析するためのELISAの開発に有用であると考
えられた。
　　　　　　　　　　　　　　　　　97
Table夏V－2．　Cross－reactivity　of　DA－3　antibody　against　each　amino　a6id
Amhlo　acid
50％inhibition＊1
　　　　（ng／m1）
Cross－reactivity（％）
DA
Isodomoic　acid　A
IsodOmoic　acid　B
Isodomoic　acid　E
Isodomoic　acid　F
夏sodomoic　acid　G
豆sodo璽noic　acid　H
Kainic　acid
L－aspartic　acid
L－glutamic　acid
　　　　05
　　　　0．7
　　　38．4
　　　73．0
　　　36．0
　　501．7
　　629．8
　　219。2
＞100000
＞100000
100．0
71．4
　　1．3
　　0。7
　　1．4
　　0。！
　　0．1
　　0．2
＊1Each　value　represents　the　concel｝tration　causing　50％inhibition　of　binding　of
DA－3　antibody　with　the　solid－phase　DA－OVA　in　competitive　inhibition　ELISA．
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第4節　要　約
1．DAをタンパク質に結合させて免疫原性を付加した後、これをマウスに
免疫し、マウスミエローマ細胞との細胞融合に供する脾臓細胞のドナーとな
る抗DA抗体産生マウスの作出を試みた。まず、カルボジイミドとスクシン
ミドを使ってDAのカルポキシル基を活性化エステル化した後、これをBSA、
OVAおよびHGGのαおよびε一アミノ基に結合させた。得られた3種類の
複合体をそれぞれ5匹のマウスに免疫したところ、DA－BSA複合体で免疫し
た2匹のマウスの抗血清が、単独のDAに対して優れた結合能を示した。そ
こで、この2匹を抗DA抗体産生マウスとして、最終免疫を実施した後、そ
の脾臓細胞をマウスミエローマ細胞との細胞融合に供した。
2．作出した抗DA抗体産生マウスの脾臓細胞とマウスミエローマ細胞を細
胞融合した後、得られた融合細胞を96ウエル細胞培養用プレートに播種し、
HAT培地を使って選択培養した。10日後、全600ウエルにハイブリドー
マ細胞の増殖が観察されたので、それらの培養上清のDA－OVA複合体に対
する結合能をELISAにより分析した。その結果、全600ウエル中4ウエル
が陽性となった。そこで、それらの培養上清について、単独のDAに対する
の結合能competitive　inhibition　ELISAにより分析したところ、4ウエル中1
ウエルのみが陽性となった。そこで、このウエル中のハイブリドーマ細胞を
限界稀釈法によりクローニングし、モノクローナル抗DA抗体を産生する安
定なハイブリドーマ細胞DA－3株を樹立した。
3．樹立したハイブリドーマ細胞DA－3株が産生するモノクローナル抗DA－
3抗体（DA－3抗体）の特異性を検討し、本抗体が、　DAのELISA分析系の
開発に有用であるかどうかを考察した1その結果、本抗体は、魚介類中に共
存している可能性があるDA異性体や他の興奮性アミノ酸には有意な交叉反
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応を示さない、DAに対して特異性の高い抗体であることが明かとなった。
従って、本抗体は、魚介類中のDAのみを選択的に分析するためのELISA
の開発に有用であると考えられた。
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第5章　モノクローナル抗ドウモイ酸抗体を用いた酵素免疫測定法
　　　　によるドウモイ酸の定量
　前章では、抗DA抗体産生マウスを作出し、その脾臓細胞とマウスミエロ
ーマ細胞を細胞融合することにより得られたハイブリドーマ細胞集団の中か
らモノクローナル抗DA抗体を産生するハイブリドーマ細胞DA－3株を樹立
した。このハイブリドーマ細胞DA－3株が産生するモノクローナル抗DA抗
体（DA－3抗体）の特異性を検討した結果、本抗体はDAに対する特異性が
高く、DAのELISA分析系の開発に有用であると考えられた。
　そこで、本章では、DA－3抗体を使ったDAのELISA分析系（DA－ELISA）
を開発し、その有用性について検討した。
　最初に、第ユ節では、DA－3抗体を使ったDA－ELISAを構築し、その定量
性、再現性および検出感度について考察した。
　次いで、第2節では、DA，ELISAを用いて添加回収実験を行い、その有用
性を考察した。
　最後に、第3節では、DA－EUSAによる実施例として、国産ムラサキイガ
イについてDAの分析を実施した。
101
第1節　酵素免疫測定法によるドウモイ酸分析系の構築
　本節では、前章で作製したDA－3抗体を使ってDA－ELISAを構築した。そ
して、DA－ELISAを用いてDAの標準列を測定し、得られた標準曲線から本
法の定量性、再現性および検出感度について考察した。
実験材料および方法
1．試料
　DA標準品は和光純薬工業より入手した。ウマ血清はGibco　BR．L製、　No．
16050422を用いた，。POD標識抗マウスlgG抗体（Fab　specific）はSigma製、
No．　A－2304を用いた。
上記以外の試薬は、市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレード
のものを用いた。
2，DA－ELISAによるDA標準曲線の作成
　DA－ELISAは、　competitive　illhibition　ELISAにより構築した。
24．DA－OVA複合体の固相化
　ELISA用96ウエルマイクロプレートの各ウエルにDA－OVA複合体溶液
（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6に1μ9／mlの濃度で溶解）を100μ1／ウエルず
つ分注した。4℃下で一夜静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して固相
化されたDA－OVA複合体以外を除去した。
2－2．DA－3抗体と固相化DA－OVA複合体の結合反応に対するDAの競合的
阻害
　DA標準原液をPBSで希釈して、0．01、0．1、1、10および100　ng／mlの
標準列を作製した。次いで、この標準列あるいはPBSをDA－OVA複合体が
固相化された各ウエルに50μ1／ウエルずつ添加した。続いて、同じウエル
　　　　　　　　　　　　　　　　　102
にDA－3抗体溶液（PBSで0．08μ9／m1の濃度に調製したもの）を50μ1／ウ
エルずつ添加し、各ウエルを十分に混合した。室温下で1時間静置した後、
各ウエルをTween－PBSで4回洗浄することによって固相化DA－OVA複合体
に結合した抗体以外を除去した。
2－3．固相化DA－OVA複合体に結合したDA－3抗体とPOD標識抗マウス抗
体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTween－PBSで111000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下でユ時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄して未
結合の標識抗体を除去した。
2－4．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH202をそれぞれ0．01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／ウエルずつ分
注した。室温下で10分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／
ウエルずつ分注して発色反応を停止した。
2－5．吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450nm）
により測定した。
2－6　標準曲線の作成
　得られた吸光度から、DA標準列を添加した各ウエルにおけるDA－3抗体
と固相化DA－OV　A複合体の結合率（％）を次式により算出した。
DA標準列を添加した各ウエルの吸光度
結合率（％）＝ ×100
PBSを添加したウエルの吸光度
次いで、DA標準列を添加した各ウエルにおける結合率を縦軸、　DA標準
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列の濃度を横軸にとって、DA標準曲線を作成した。
結果および考察
1．DA－ELISAによるDAの標準曲線
　DA－ELISAの定量性、一再現ll生および検出感度を検討するために、0．01～100
ng／mlの濃度のDA標準列を繰り返し3回測定した。そして、　DA標準列を
添加した各ウエルにおけるDA－3抗体と固相化DA－OVA複合体の結合率
（antibody　bindillg、％）を縦軸、　DA標準列の濃度を横軸にとって、標準曲
線を作成した（Fig．　V4）。
　その結果、標準曲線はDA濃度0．1～10　ng／mlの範囲で直線的定量性を示
した。また、標準曲線は同じ濃度範囲で高い再現性も示した（変動聴く5％）。
第2章でも述べた様に、competitive　inhibition　ELISAによる分析系では、抗
体と固相化抗原の結合の10～20％を阻害する毒素の濃度をその分析系の検
出限界値に設定している。そこで、DA－ELISAでは、　DA－3抗体と固相化
DA－OVA複合体の結合の20％を阻害するDA濃度0．15　ng／mlを、その検出、
限界値とした。
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Fig．　V－1．　Standard　inhibition　curve　of　binding　of　DA－3　antibody　with　the　solid－
phase　DA－OVA　by　DA　in　DA－ELISA．　Each　DA　solution　with　concentrations　of　O．0
1，0．1，1，10and　100　ng／ml　was　used　in　the　assays；the　absorbance　value　for　PBS
without　DA　was　taken　as　100％of　binding．　Each　point　represents　the　mean　value　of
triplicate　assays；the　standard　deviation　from　themean　value　of　each　point　was
within±5％．
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第2節　酵素免疫測定法の有用性の検討
　前節では、DA－3抗体を使ってDA－E：LISAを構築し、その定量陛、再現性
および検出感度が優れていることを実証した。
　そこで、本節では、このDA－ELISAを用いて、魚介類を試料としたDAの
添加回収実験を行い、その有用性を検討した。
1．試薬
　DA標準品は和光純薬工業より入手した。ウマ血清はGibco　BRL製、　No．
16050－122を用いた。POD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）はSigma製、
No．　A－2304を用いた。
上記以外の試薬は、市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレード
のものを用いた。
2．　DA－ELISA
24．DA－OVA複合体の固相化
　ELISA用96ウエルマイクロプレートの各ウエルにDA－OVA複合体溶液
（0．05M炭酸緩衝液、　pH9．6に1μg／mlの濃度で溶解）を100μ1／ウエルず
つ分注した。40C下で一夜静置した後、各ウエルをPBSで3回洗浄して固相
化されたDA－OVA複合体以外を除去した。
2－2．DA－3抗体と固相化TTX－OVA複合体の結合反応に対するDAの競合
的阻害
　DA標準原液をPBSで希釈して、0．01、0．1、1、10および100　ng／mlの
標準列を作製した。次いで、この標準列、PBSあるいは被験液をDA－OVA
複合体が固相化された各ウエルに50μ1／ウエルずつ添加した。続いて、同
じウエルにDA－3抗体溶液（PBSで0．08μ9／mlの濃度に調製したもの）を
50μ1／ウエルずつ添加し、各ウエルを十分に混合した。室温下で1時間静置
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した後、各ウエルをTweell－PBSで4回洗浄することによって固相化DA－OVA
複合体に結合した抗体以外を除去した。
2－3．固相化DA－OVA複合体に結合したDA－3抗体とPOD標識抗マウス抗
体の結合反応
　各ウエルにPOD標識抗マウスIgG抗体（Fab　specific）の希釈液（10％ウ
マ血清を含むTween－PBSで1：1000に希釈）を100μ1／ウエルずつ分注し
た。室温下で1時間静置した後、各ウエルをTween－PBSで4回洗浄して未
結合の標識抗体を除去した。
2－4．酵素反応
　各ウエルにPODの発色基質であるTMBZおよびH20、をそれぞれ0．01％
および0．0045％含む0．05Mクエン酸緩衝液、　pH5．5を100μ1／ウエルずつ分
注した。室温下でユ0分間反応させた後、各ウエルに1N硫酸溶液を100μ1／
ウエルずつ分注して発色反応を停止した。
2－5．吸光度の測定
　発色した各ウエルの吸光度をマイクロプレートリーダー（波長450nm）
により測定した。
2－6．標準曲線の作成
　得られた吸光度から、標準列あるいは被二二を添加した各ウエルにおける
DA－3回忌と固相化DA－OVA複合体の結合率（％）を次式により算出した。
標準列あるいは被験液を添加し
た各ウエルの吸光度
結合率（％）＝ ×100
PBSを添加したウエルの吸光度
　次いで、DA標準列を添加した各ウエルにおける結合率を縦軸、　DA標準
列の濃度を横軸にとって、DA標準曲線を作成した。
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2－7．被験液のDA含有量の算出
　得られたDA標準曲線に、被丸面を添加したウエルにおける結合率を挿入
することにより、被験液に含まれるDA濃度を算出した。
3．添加回収実験法
　DA－ELISAによりDAを含有しないことを確認したムラサキイガイ（blue
mussel）、マガキ（oyster）およびダンジネスクラブ（dmlgeness　crab）を
使用し、抽出液の調製は、麻痺性貝毒抽出法17）に準じて行った。
　即ち、魚介類のむき身100gを細切し、これに同量の0．1N塩酸溶液を加
えて沸騰水浴中で5分間加熱抽出した。冷却後、0．1N塩酸溶液を加えて200
mlに定容し、3000　rpm　10分間遠心した。得られた上清の10　mlにDAの
標準品を0。2、05、1．pおよび2．0μgずつそれぞれ添加し、室温下で30分
間保持した後、PBSで50倍以上に希釈したものをDA－ELISA用の被験液と
した。
結果および考察
1．添加回収実験
　ムラサキイガイ、マガキおよびダンジネスクラブの抽出液10mlに1ml
当り0．02、0．05、0．1および0．2μ9の濃度でDAをそれぞれ添加した後、
DA－ELISAを用いてDA含有量を分析し、その回収率を算出した（Table　V－
1）。
　その結果、3回の繰り返し分析における平均回収率は94～113％（変動率
く6。7％）であり、添加した全ての濃度において添加量にほぼ相当する分析
結果が得られた。以前に報告されたELISA29）では、　DAの検出限界値は魚
介類抽出液1ml当り0．25μgであったので、本法によって魚介類中のより
低濃度のDAを分析することが可能となった。一方、魚介類中のDAの分析
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に一般的に用いられているHPLCによるDAの検出限界値は、魚介類のむき
身1g当り0．5μgであると報告されている21）。本添加回収実験では、本法
によって魚介類抽出液！ml当り0，02μgのDA濃度を正確に分析すること
が可能であったが、麻痺性貝毒抽出法により調製された抽出液1mlはむき
身0．5gに相当することから17）、これは魚介類むき身1g当り0．04μgのDA
濃度に相当する。従って、本法の検出感度は、HP　LCより10倍以上優れて
いると考えられる。また、DAによる食中毒が発生したカナダにおいてはDA
の含有量がむき身1g当り20μg以下の場合は食用に供しても人間の健康を
害する恐れはないと判断されているが53）、本添加回収実験によって、本法
が、その安全限界値の1／500以下に相当するDA濃度を正確に分析できる
ことも実証された。
　以上、本節の結果から、前節で構築したDA－ELISAは、毒化した魚介類
に含まれる微量のDAを検出するのに有効な方法であると考えられる。また、
本法は、被験液の煩雑な精製操作も必要としない上に、多数の検体を同時に
分析することが可能であるという利点を持っている。
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Table　V－！．　Recovery　of　varied　doses　of　DA　added　to　each　extract　of　three
sheUfishes　by　DA－EUSA
Recovery，％ゆ＝3）
Added　DA
（μ9旗1）
Blue　mussel Oyster
Mean±SD
Dungeness　crab
Mean±SD Mean±SD
0．02
0．05
0．1
0。2
113　±5
108±3
！10　±6
94　±3
100±5
105±7
106±7
100　±6
104
104
95
94
4
3
4
3
第3節　実施例（国産二枚貝中のドウモイ酸の分析）
　1987年にカナダで死者4名を出すDAによる食中毒が発生して以来、　DA
に対する関心が世界的に高まり、世界の様々な海域で毒化原因プランクトン
や毒化した魚介類が発見されている。近年、日本の沿岸海域においてもDA
の毒化原因プランクトンが発見されたことから、国産貝類にもDAが含まれ
ている可能性があり、その汚染実態を調査する必要がある。
　そこで、本節では、DA一：EHSAによる実施例として、1998年n月から1999
年1月にかけて大阪府下で市販された国産ムラサキイガイについてDAの分
析を実施した。
実験材料および方法
1．試薬
　DA標準品は和光純薬工業より入手した。
　その他の試薬は、市販の試薬特級品または、それと同等以上のグレードの
ものを用いた。
2．国産ムラサキイガイ
　1998年11月から1999年1月にかけて大阪府下で市販された国産ムラ
サキイガイ10検体についてDA分析を実施した。
3．国産ムラサキイガイ中のDA分析
　DA－ELISAによるDA分析は、微量に含まれるDAも分析できるようにす
るため、濃縮したムラサキイガイ抽出液について実施した。
3－1．ムラサキイガイ抽出液の調製
　麻痺性貝毒抽出法のに準じて実施した。
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3－2．ムラサキイガイ抽出液の濃縮
　得られた抽出液のうち100mlを4本のSep－Pak　C18カートリヅジカラム
（充填剤360mg／カートリヅジ；Waters　Limited）にそれぞれ25mlずつ添
加した。各々のカラムを30mlの蒸留水で洗浄した後、各々のカラムを10m1
の50％メタノール溶液で溶出した。最後に、得られた各々の溶出液を混合
し減圧濃縮した後、残渣を0．5mlのPBSに溶解した。
3－3　DA－ELISAによる分析
　得られた濃縮抽出液のうち0．1mlをPBSで50倍に希釈し、　DA－ELISA用
の被血液とした。DA－ELISAは、「第2節」に記載した方法により実施した。
4．検出結果の確認
DA－ELISAによってDAが検出された濃縮抽出液について、　IACで精製し
た後、HPLCによりDAの存在を確認した。
4－1．IACによる精製
44－1．DA－3抗体固定化免疫吸着体の作製
　抗体固定小用カラム（Hitrap　affinity　column、　NHS－activated，1ml；Amersham
Pharmacia　Biotech）を6mlの0．001NHCIで洗浄した後、同カラムに2．O　ml
のDA－3抗体溶液（0．5　M　NaClを含む0．2M　NaHCO3に10　mg／mlの濃度で溶
解）を室温下で1時間、繰り返し添加した。次いで、それぞれ塩化ナトリ
ウムを0．5M含む1．OMグリシンーNaOH緩衝液、　pH8．3および0．1M酢酸緩
衝液、pH4．0で交互に洗浄し、カラムに残った未結合の活性基および抗体を
除去した。得られたDA－3抗体を固定化した免疫吸着体は、　PBSで平衡化し
た。
4一玉一2．免疫吸着体による濃縮抽出液のDAの吸着
　DA－ELISAによってDAが検出された濃縮抽出液を免疫吸着体に室温下で
3時間、繰り返し吸着させた。
44－3．免疫吸着体の洗浄および溶出
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　30mlのPBSおよび30　m1の蒸留水で洗浄した後、10％酢酸を含む蒸留
水／アセトニトリル（1；1）の10mlで免疫吸着体からDAを溶出した。
4－2．HPLCによるDAの確認
　得られた溶出液を減圧濃縮した後、残渣を0．5mlの蒸留水に溶解し、そ
の中にDAが含まれているかどうかをHPLC（後述）により確認した。
5．　HP　LC
　HPLCによるDAの分析は、次の条件21）で実施した。
1）カラム：ODS逆相カラム（4．6　mm　id　X　250　mm、　GL－science製、　Inertsil
ODS3）
2）移動相10．1％トリフルオロ酢酸を含む蒸留水／アセトニトリル（9：1）
3）流　速：！．5ml／分
4）注入量：200μ1
5）検出器：UV波長242　nm
結果および考察
1．国産ムラサキイガイ中のDAの分析
　1998年11月から1999年1月にかけて大阪府下で市販された国産ムラ
サキイガイの10検体について、DA－ELISAによるDAの分析を行った（Table
V－2）。
　その結果、検査した全てのムラサキイガイからむき身1g当り0．11～1．81
ngの非常に微量のDAが検出された。小滝ら16）は、日本の沿岸海域におけ
る毒化原因プランクトンの密度は非常に低いと報告している。従って、今回
の国産ムラサキイガイから検出されたDA量は日本の沿岸海域における毒化
原因プランクトンの密度と相関していると言える。
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Table　V－2．　Detection　of　DA　from　Japanese　blue　mussels　by　DA－ELISA
Sample　No。 Date　of　purchase Concentration ，ng／9＊1
　1
　2
　3
　4
　5
　6
　7
　8
　9
10
November　7，1998
November　28，1998
December！2，1998
December　14，1998
December　21，1998
December　28，1998
January　4，1999
January　12，1999
January　18，1999
January　25，／999
032
1．02
056
0．11
1．45
1．12
0．20
1．8！
0．31
0．17
＊1
`verage（n＝3）．
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2．検出結果の確認
　本節の調査において国産ムラサキイガイからDAが検出されたが、その分
析に用いたDA－EUSAはDAに対して特異的に結合するDA－3抗体を使用し
ているので、その検出結果は非常に精度が高いと言える。しかし、今回の結
果は国産貝i類からDAが検出された最初の例であるので、検出結果を別のDA，
検出法でも確認し、その信頼性を更に高める必要がある。そこで、分析原理
の異なる機器分析法であるHPLCを使って、　DA－ELISAによりDAが検出さ
れたムラサキイガイの濃縮抽出液について、DAの存在を確認した。
　DA－ELISAによって検出された各濃縮抽出液中のDA量は、非常に微量で
あったので、各濃縮抽出液を合一してHPLCによる確認に供した。その合一
液に含まれるDA量は、　DA－ELISAによって0．26μ9と見積もられたが、そ
の合一液には、多くの來雑物質が共存していたため、そのままではHP　LCに
よるDAの確認は困難であった（Fig．　v－2、　A）。そこで、　DA－3抗体を固定
化した免疫吸着体を用いたIACによって、合一液からDAを単離した後、
HP　LCによるDAの確認を行った。
　その結果、DA標準品のピークと一致する単一ピークが検出された（Fig．
V－2、B、　C）。そして、そのDA量はDA標準品のピーク面積との比較から
0．23μgと見積もられ、DA－ELISAによって見積もられたDA量とほぼ一致
した。従って、免疫学的分析法であるDA－ELISAによって国産ムラサキイ
ガイから検出されたDAは、分析原理が異なる機器分析法であるHPLCによ
って確認された。
　　以上、本節の結果から、高感度なDA分析法であるDA－ELISAを用いる
ことにより、国産貝類にもDAが含まれていることが初めて明かとなった。
しかし、検出されたDA量は非常に微量であり、食用に供しても人間の健康
を害する恐れがないと判断された28）。従って、本実施例により、国産貝類
におけるDAの汚染実態の一端が解明されるとともに、そのDAに対する安
全性が再確認された。一方で、国産貝類からDAが微量ではあるが検出され
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たということは、日本沿岸海域には毒化原因プランクトンも存在することか
ら16）、今後国産貝類におけるDA含有量が増加する可能性もある。従って、
国産貝類におけるDAの消長は、今後も継続してモニタリングしていくこと
が水産食品衛生上非常に重要であると考えられる。そして、その際には、人
間の健康に害のない微量のDAまでも検出し、その消長を十分に把握するこ
とが重要であり、その目的のためにはDA－ELISAは非常に有効であると考
えられる。
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Fig．　V－2．　Identification　of　DA　ill　pooled　DA－ELISA
positive　sample　by　HPLC　coupled　with　IAC．　HPLC
chromatograms　of　the　pooled　sample（A），　sample
isoIated　by　IAC（B）and　standard　DA（（）．
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第4節　要　約
1．前章で作製したDA－3抗体を使ってDAのELISA分析系（DA－ELISA）
を構築し、その定量性、再現性および検出感度について考察した。その結果、
本法によるDAの定量範囲は、0．15～10ng／mlであった。
2．DA－ELISAを用いて、　DAを含まないムラサキイガイ、マガキおよびダ
ンジネスクラブに対するDAの添加回収実験を行った。その結果、回収率94
～113％（変動率く6．7％）という結果が得られ、本法の定量性が実証された。
更に、本添加回収実験では、本法が、　（1）麻痺性貝毒検査用の抽出液を精
製せずに希釈するだけで分析可能であること、　（2）DAの安全限界値（む
き身19当り20μ9）の1／500以下に相当するDA濃度を正確に分析可能で
あること、　（3）過去に報告されたDAのHPLCやELISAでは分析不可能で
あった低濃度のDAを正確に分析できること、が実証された。
3，上記のDA－ELISAを用いた実施例として、国産ムラサキイガイについて
DAの分析を実施した。その結果、検査した全ての国産ムラサキイガイから
DAが検出され、国産貝類にDAが含まれていることが初めて明かとなった。
検出されたDA量は、非常に微量（むき身1g当り0」1～1．81　ng）であっ
たので、食用に供しても人間の健康を害する恐れはないと判断されたが、日
本沿岸海域には毒化原因プランクトンが存在していることから、本法を用い
た国産貝類に対するDAのモニタリングは、今後も継続して行う必要がある
と考えられた。
　以上の結果から、本法は毒化した魚介類に含まれる微量のDAを簡便、高
感度および特異的に分析するのに有効な方法であると考えられる。本法の特
徴としては、　（1）麻痺性貝毒検査用の抽出液を精製せずに希釈するだけで
　　　　　　　　　　　　　　　　118
分析可能であること、　（2）多数の検体を同時に分析することが可能である
こと、　（3）以前に報告されたELISAおよびHPLCでは検出不可能な低濃度
のDAを高感度に分析可能であること、　（4）魚介類に共存するDA異性体
および他の興奮性アミノ酸を検出しないこと等が揚げられる。
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第6章　総合考察
　本章においては、前章までの研究成果を概括し、その他の知見も加えて総
合的に考察する。
　第1章では、TTXのELISA分析系を開発するために必要となるモノクロ
ーナル抗TTX抗体の作製について検討した。
　モノクローナル抗TTX抗体を作製するためには、まず最初に、抗TTX
抗体産生マウスの作出が必要であるが、TTXは低分子物質、いわゆるハプ
テンであるので、免疫原性を持たないため、単独で免疫しても抗TTX抗体
産生マウスを作出することは出来ない。しかし、ハプテンは、タンパク質の
ような免疫原性を持った高分子物質と結合させることにより、免疫原性を持
つようになる。そこで、ホルマリンを使ってTTXのC2位のグアニジル基
をBSAのαおよびε一アミノ基に結合させることにより、　TTXに免疫原性を
付加した。そして、得られたTTX－BSA複合体（BSA　l　mgあたり67．9μg
のTTXが結合）をマウスに免疫することにより抗TTX抗体産生マウスの
作出を試みた。その結果、免疫した5匹のマウスの中の1匹の抗血清が
TTX－OVA複合体に対して高い結合能を示した（1：32000倍）。BSAとOVA
は、抗原的に関連性がないので、TTX．OVA複合体に結合した抗体の大部分
は、両複合体の共通抗原であるTTXに対して産生された抗体であると考え
られた。そこで、この免疫マウスを抗TTX抗体産生マウスとした。
　作出した抗TTX抗体産生マウスの脾臓には、無数の抗体産生細胞が存在
し、それらの細胞はそれぞれに固有の1種類の抗体のみ（モノクローナル抗
体）を産生する。従って、この細胞集団の中から抗TTX抗体を産生する細
胞を選び出し、試験管内で無限に培養することができれば、同一の親和性と
特異性を持ったモノクローナル抗TTX抗体を半永久的に得ることができる。
そして、ELISAでは、分析の再現性を図る上で同一の親和性と特異性を持
った抗体を常に使用する必要があるため、モノクローナル抗体は非常に有用
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である。しかし、抗体産生細胞は、無限の増殖能を持たないため、試験管内
で培養することは不可能である。そこで、抗TTX抗体産生マウスの脾臓に
含まれる抗体産生細胞を無限の増殖能を持ったマウスミエローマ細胞と細胞
融合させることにより、抗体産生能と無限の増殖能を持つハイブリドーマ細
胞集団を作出した。そして、このハイブリドーマ細胞集団の中からモノクロ
ーナル抗TTX抗体を産生するハイブリドーマ細胞株の樹立を試みた。即ち、
抗TTX抗体産生マウスの脾臓細胞とマウスミエローマ細胞を細胞融合し、
得られた融合細胞を96ウエル細胞培養用プレートに播種した後、HAT培
地を使って選択培養した。13日後、全180ウエルにハイブリドーマ細胞の
増殖が観察されたので、それらの培養上清について、ELISAおよびcompetitive
inhibition　ELIsAを用いて抗TTx抗体の存在を検索した。その結果、2ウエ
ルの培養上清中に抗TTX抗体の存在を確認した。そこで、それらの培養上
清を採取したウエル内のハイブリドーマ細胞を抗TTX抗体産生細胞と見な
し、それを限界稀釈法でクローニングすることにより、モノクローナル抗
TTX抗体産生能と無限の増殖能を持ったハイブリドーマ細胞T1－1株を樹立
することに成功した。
　ELISAで試料中のTTX量を正確に分析するためには、使用する抗TTX
抗体が、試料中に共存している他のマリントキシンに対して交叉反応しない
ことが不可欠である。そこで、樹立したハイブリドーマ細胞T14株が産生
するモノクローナル抗TTX抗体（T1－1抗体）について、試料中でTTXと
共存している可能性のあるTTX誘導体や麻痺性貝毒に対する交叉反応性を
検討した。また、本抗体のTTX毒性に対する中和能についても検討した。
　その結果、本抗体は、低毒性のTTX誘導体である6一ξρ’一TTX、　anh－TTX、
TDAおよび麻痺性貝毒GTXsには有意な交叉反応を示さないことが明かと
なった。更に、本抗体はTTXのマウスに対する致死活性を中和した。従っ
て、本抗体はTTXに対して特異的に結合する抗体であり、試料中のTTX
のみを選択的に分析するためのELISAの開発に有用であると考えられた。
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　引き続いて第2章では、作製したT1－1抗体を使ってTTXのELISA分析
系（TTX－ELISA）を開発し、その有用性について検討した。
　まず最初に、酵素標識したT1－1抗体を作製し、これを使ってTTX－ELISA
を構築し、その定量性、再現性および検出感度について検討した。その結果、
本法によるTTXの定量感度は、2ng／mlであり、公定法であるマウス毒性
試験法より100倍高かった。また、本法では、酵素標識したT1－1抗体を使
用したので、通常のELISA分析系と比較して酵素標識2次抗体の反応行程
および洗浄操作が省略され、全行程約30分間でTTXの分析が可能となっ
た（TTX－OVA複合体をマイクロプレートへ固相化する行程を含めると全行
程は、約90分間となる）。
　次に、本法を用いて、フグ組織および尿を試料としたTTXの定量を行い、
その有用性について検討した。TTXを含まないフグの筋肉および健康人の
尿に対するTTXの添加回収実験を行った結果、フグの筋肉では回収率97．0
～102。5％（変動率く15．9％）、健康人の尿では回収率91．0～103．7％（変動
臨く6．1％）という結果が得られ、本法の定量性が実証された。更に、本添
加回収実験では、本法が、　（1）公定法であるマウス毒性試験用の抽出液を
精製せずに希釈するだけで分析可能であること、　（2）マウス毒性試験法で
は検出できない低濃度のTTXを正確に分析できること、　（3）TTXの安全
限界値（フグ組織1g当り2．2μg）の約1／10に相当するTTX濃度を正確
に分析できること、が実証された。また、本法を用いて、有毒のフグ組織に
含まれるTTX量を分析し、公定法であるマウス毒性試験法の分析値と比較
した結果、本法とマウス毒性試験法との分析値は相関係数0．99（n＝21）で
よく一致した。
　最後に、本法を用いて、2000年に大阪府で発生したTTXが原因として
疑われる食中毒事件（ヒガンフグ卵巣の摂食による中毒事件）の原因究明を
行った。本件では、調理残品や摂食残品が残っていなかったが、本法による
分析の結果、患者の裾物および尿からTTXが検出されたので、　TTXによる
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食中毒事件であると断定することができた。
　以上の結果から、本法は迅速性、特異性および検出感度に優れた分析法で
あり、TTXが原因として疑われる食中毒事件の発生に際して、調理残品や
摂食残品あるいは患者の尿に含まれる微量のTTXを迅速かつ確実に検出す
るのに有用な方法であると考えられた。また、本法は微量のTTXを検出で
きる高感度分析法であるため、公定法であるマウス毒性試験法や機器分析法
に代わるTTX分析法として広く応用することにより、　TTX研究が更に進展
することが期待できる。
　第3章では、フグ中毒患者の尿中TTXをHPLC分析する際に、分析に先
立って尿試料からTTXを効果的に精製する方法の開発し、その有用性につ
いて検討した。
　TTXが原因として疑われる食中毒事件では、調理残品や摂食残品が残っ
ていな場合が多く、患者がTTXによる食中毒であることを確実に診断する
ためには、患者の尿からTTXを検出することが非常に重要となる。そして、
患者の尿に含まれる微量のTTXを検出する方法としては、　TTX－ELISAと並
んでHPLCが有効であると考えられる。　HPLCによって尿中のTTXを分析
するためには、本法は特異性の低い分析法であるため、分析に先立って多く
の六宮物質が含まれる尿試料からTTXを単離することが必要となる。しか
し、現在TTXの精製法として使用されているゲル濾過法やイオン交換クロ
マトグラフィー法等では、尿試料からTTXを十分に精製できないため、結
果としてHPLCによる中毒患者尿中のTTX分析は困難となっている。そこ
で、尿試料からTTXを効果的に精製する方法としてT1－1抗体を固定化し
た免疫吸着体を用いたIAC（TTX－IAC）の開発を試みた。
　最初に、T1－1抗体を固定化した免疫吸着体を使ってTTX－IACを構築し、
そのTTX精製能力について検討した。即ち、　T1－1抗体を固定化した免疫吸
着体にTTX標準溶液を添加した後、吸着体の洗浄および溶出を行い、溶出
最中に含まれるTTX量を分析した。その結果、本免疫吸着体には、　TTXが
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特異的かつ可逆的に結合することが明かとなった。従って、本免疫吸着体を
用いたTTX－IACによって、尿試料からTTXを単離することが可能である
と考えられた。そこで、それを実証するために、TTXを添加した尿試料に
ついて、TTX－IACを使用してTTXの精製を実施し、その有用性を検討した。
その結果、本法により尿試料からTTXを単離することに成功し、尿試料に
含まれる微量のTTXをHPLCにより検出することが可能となった。その検
出限界値は、211g／mlであると推定された。
　最後に、1989年6月目ら2000年2月にかけて発生した7件のフグ中毒
事件の患者から採取した尿13検体について、本法を尿試料からのTTXの
精製に使用して、尿中TTXのHPLC分析を実施した。その結果、全ての検
体から微量に含まれるTTX（尿試料1ml当り6～102　ng）を検出した。ま
た、本実施薬では、TTXの摂食から1週間を経過した患者の尿からでもTTX
が検出されたことから、事件発生から長期間を経過後の尿から、TTXを検
出できる可能性があることが判明した。
　以上の結果から、本法は、試料から微量に含まれるTTXを単離できる優
れた精製法であり、フグ中毒患者の尿に含まれる微量のTTXをHPLC分析
する際に有用であると考えられた。従って、本法は従来のゲル濾過法やイオ
ン交換クロマトグラフィー法等に代わるTTX精製法として広く応用される
ことが期待できる。
　第4章では、DAのELISA分析系を開発するために必要となるモノクロ
ーナル抗DA抗体の作製を検討した。　DAの場合もTTXと同様に、モノク
ローナル抗DA抗体を作製するためには、抗DA抗体産生マウスの脾臓に含
まれる抗体産生細胞を無限の増殖能を持ったマウスミエローマ細胞と細胞融
合させて、得られるハイブリドーマ細胞集団の中から抗DA抗体産生能と無
限の増殖能を持つハイブリドーマ細胞株を樹立することが必要である。
　そこで、まず最初に、抗DA抗体産生マウスの作出が必要となるが、その
ためには、DAもTTXと同様にハプテンであるため、タンパク質と結合さ
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せてDAに免疫原性を付加させる必要がある。そして、その際、結合させる
タンパク質の違いによって、産生される抗体のハプテンに対する結合能に優
劣が生じる場合がある。そこで、DAのカルボキシル基をカルボジイミドと
スクシンミドを用いて活性化エステル化した後、これを3種類のタンパク
質（BSA、　OVA、　HGG）に結合させることによりDAに免疫原性を付加した。
そして、得られた3種類の複合体をそれぞれマウスに免疫し、抗DA抗体産
生マウスの作出を試みた。その結果、産生された抗体のDAに対する結合能
は、結合させたタンパク質の違いにより大きく異なり、DA－BSA複合体で免
疫したマウスの抗体が最も優れた結合能を示した。
　そこで、このマウスを抗DA抗体産生マウスとし、その脾臓に含まれる抗
体産生細胞をマウスミエローマ細胞と細胞融合させてハイブリドーマ細胞集
団を作出した。そして、その細胞集団の中からモノクローナル抗DA抗体を
産生するハイブリドーマ細胞株の樹立を試みた。即ち、抗DA抗体産生マウ
スの脾臓から調製した抗体産生細胞とマウスミエローマ細胞を細胞融合した
後、得られた融合細胞を96ウエル細胞培養用プレートに播種し、HAT培
地を使って選択培養したρ10日後、全600ウエルにハイブリドーマ細胞の
ll曽殖が観察されたので、それらの培養上清について、ELISAおよびcompetitive
inhibition　ELISAによって抗DA抗体の存在を検索した。その結果、1ウエ
ルの培養上清に抗DA抗体の存在を確認した。そこで、このウエル内のハイ
ブリドーマ細胞を抗DA抗体産生細胞と見なし、それを限界稀釈法によりク
ローニングすることにより、モノクローナル抗DA抗体産生能と無限の増殖
能を持ったハイブリドーマ細胞DA－3株を樹立することに成功した。
　DAには9種類の異性体（C5’diastereomer、isodomoic　acid　A、　B、　C、　D、
E、F、　GおよびH）の存在が知られており、魚介類中にこれらの異性体が
共存している場合もある。従って、魚介類中のDA量を正確にELISAで分
析するためには、使用するDA．3抗体がこれらの共存異性体に対して交叉反
応しないことが不可欠である。また、DA以外の興奮性アミノ酸の中でも
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kainic　acid、　L－glutamic　acidおよびL－asparatic　acidは、　DAと生物学的活性
および化学構造が類似しているため、これらが試料に共存していた場合、
ELISAによるDAの分析に影響を及ぼす可能性がある。そこで、樹立したハ
イブリドーマ細胞DA－3株が産生するモノクローナル抗DA抗体（DA－3抗
体）について、DA異性体、　kainic　acid、　LglutamicacidおよびL－asparatic　acid
に対する交叉反応性を検討した。その結果、本抗体は、魚介類中に共存して
いる可能性があるDA異性体や他の興奮性アミノ酸には有意な交叉反応を示
さない、DAに対して特異性の高い抗体であることが明かとなった。従って、
本抗体は、魚介類中のDAのみを選択的に分析するためのELISAの開発に
有用であると考えられた。
　引き続いて第5章では、作製したDA－3抗体を用いたDAのELISA分析
系（DA－ELISA）を開発し、その有用性について検討した。
　最初に、DA－3抗体を使って、　competitive　inhibition　ELISAによるDA分
析系を構築し、その定量性、再現性および検出感度について検討した。その
結果、本法によるDAの定量範囲は、0．15～10　ng／mlであった。
　次に、本法を用いて、魚介類（ムラサキイガイ、マガキおよびダンジネ
スクラブ）に対するDAの添加回収実験を行い、その有用性を検討した。そ
の結果、回収率94～113％（変動率く6．7％）という結果が得られ、本法の
定量性が実証された。更に、本添加回収実験では、本法が、　（1）麻痺紫貝
毒検査用の抽出液を精製せずに希釈するだけで分析可能であること、　（2）
DAの安全限界値（むき身1g当り20μg）52）の1／500以下に相当するDA
濃度を正確に分析可能であること、　（3）過去に報告されたDAのHPLC）や
EHSA51）では分析不可能であった低濃度のDAを正確に分析できること、
が実証された。
　最後に、本法を用いて、国産ムラサキイガイについてDAの分析を実施し
た。その結果、検査した全ての国産ムラサキイガイからDAが検出され、国
産貝類にDAが含まれていることが初めて明かとなった。検出されたDA量
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は、非常に微量（むき身1g当り0．11～1．81　ng）であったので、食用に供
しても人間の健康を害する恐れはないと判断されたが、日本沿岸海域には毒
化原因プランクトンが存在していることから、本法を用いた国産貝類に対す
るDAのモニタリングは、今後も継続して行う必要があると考えられた。
　以上の結果から、本法は微量のDAを検出できる簡便性、特異性および検
出感度に優れた分析法であり、毒化した魚介類に含まれる微量のDAを分析
するのに有用な方法であると考えられた。従って、本法は魚介類におけるDA
のモニタリング法として広く利用されることが期待される。
　以上、本研究はTTXが原因として疑われる食中毒事件の早期究明や国産
貝類におけるDAの汚染実態の解明等に有用となる免疫学的分析法の開発を
目的として実施した。その結果、迅速性、簡便性、特異性および検出感度に
優れたELISAを、　TTXおよびDAの新たな分析法としてそれぞれ開発する
ことに成功した。更に、尿中TTXをHPLC分析する際に、分析に先立って
尿試料からTTXを効果的に精製する方法を開発し、その有用性を実証した。
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